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Q (57) Zusammenfassung: Isoliertes Nukleinsauremolekul codierend fUr ein Polypeptid mit der jeweils in Tabellel/Spalte2 in Bezug 
genommenen Amino sauresequenz wobei das Nukleinsauremolekul in der in Tabellel/Spalte4 angegebenenen Aminosaureposition 
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WO 03/042389 PCT/EP02/ 12556 



Gene die far Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase Proteine codieren 
Hintergrund der Erf indung 

5 

Bestimmte Produkte und Nebenprodukte von naturlich-vorkommenden 
Stof fwechselprozessen in Zellen werden in vielen Indus trie zweigen* 
verwendet, einschliefilich der Nahrungsmittel-, Futtermittel-, 
Kosmetik- und pharmazeutischen Industrie. Diese Molekule, die 

10 gemeinsam als "Feinchemikalien" bezeichnet werden, umfassen orga- 
nische Sauren, sowohl proteinogene als auch nicht-proteinogene 
Aminosauren, Nukleotide und Nukleoside, Lipide und Fettsauren, 
Diole, Kohlehydrate, aromatische Verbindungen, Vitamine und Co- 
faktoren sowie Enzyme. Ihre Produktion erfolgt am besten mittels 

15 Anzucht von Bakterien im GrofimaSstab, die entwickelt wurden, urn 
grofce Mengen des jeweils gewunschten Molekiils zu produzieren und 
sezernieren. Ein fur diesen Zweck besonders geeigneter Organismus 
ist Corynebacterium glutamicum, ein gram-positives, nicht-patho- 
genes Bakterium. Uber Stammselektion ist eine Reihe von Mutanten- 

20 stammen entwickelt worden, die ein Sortiment wunschenswerter 

Verbindungen produzieren. Die Auswahl von Stammen, die hinsicht- 
lich der Produktion eines bestimmten Molekuls verbessert sind, 
ist dedoch ein zeitaufwendiges und schwieriges Verfahren. 

25 Zusammenfassung der Erfindung 

Diese Erfindung stellt neuartige Nukleinsauremolekttle bereit, die 
sich zur Identif izierung oder Klassifizierung von Corynebacterium 
glutamicum oder verwandten Bakterienarten verwenden lassen. 

30 C. glutamicum ist ein gram-positives, aerobes Bakterium, das in 
der Industrie fur die Produktion im GrofimaEstab einer Reihe von 
Feinchemikalien, und auch zum Abbau von Kohlenwasser stof fen 
(bspw. beim Uberlaufen von RohSl) und zur Oxidation von Terpenoi- 
den gemeinhin verwendet wird. Die Nukleinsauremolekule ktfnnen da- 

35 her zum Identif izier en von Mikroorganismen eingesetzt werden, die 
sich zur Produktion von Feinchemikalien, bspw. durch Fermenta- 
tionsverfahren, verwenden lassen. C. glutamicum selbst ist zwar 
nicht-pathogen, jedoch ist es mit anderen Corynebacterium-Arten, 
wie Corynebacterium diphtheriae (dem Erreger der Diphtherie) ver- 

40 wandt, die bedeutende Pathogene beim Menschen sind. Die Fahig- 
keit, das Vorhandensein von Corynebacterium-Arten zu identif izie- 
ren, kann daher auch eine signifikante klinische Bedeutung haben, 
z.B. bei diagnostischen Anwendungen. Diese Nukleinsauremolekttle 
k6nnen zudem als Bezugspunkte zur Kartierung des C. glutamicum- 

45 Genoms oder von Genomen verwandter Organismen dienen. 
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Diese neuen Nukleinsauremolekule codieren Proteine, die als Glu- 
cose-6-Phosphat-Dehydrogenase bezeichnet werden. 

Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase Gene aus Corynebakterien sind 
5 beispielsweise in EP 1108790A2 beschrieben. Allerdings codieren 
die dort beschriebenen Gene fur Polypeptidsequenzen, die kiirzer 
als die hier erf indungsgem&fc beschriebenen sind. Die in * 
EP 1108790A2 beschriebene Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase ist am 
N-Terminus um 30 Aminosauren verkiirzt gegemiber der hier bean- 
10 spruchten Polypeptidsequenz . 

Von Moritz et al. (Eur. J- Biochemistry 267, 3442-3452, 2000) 
wird die Isolierung einer Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase aus 
Corynebacterium glutamicum beschrieben. Die dort beschriebene 
15 N-Terminale Proteinsequenzierung ergibt ein Polypeptid, das mit 
einem Serin startet und verschieden von dem erf indungsgem&fien 
Protein ist. 

Gegenstand der Erfindung sind neue Gene fur Glucose-6-Phosphat- 
20 Dehydrogenase, die mit der Aminosaure in Position 1 oder 2, d.h. 
Val oder Ser, starten und an der Position 243 eine proteinogene 
Aminosaure codieren, die nicht Ala ist (Nummerierung bezogen auf 
SEQ ID N0:2) . 

25 Besonders bevorzugt sind neue Gene fur Glucose-6-Phosphat- 

Dehydrogenase , die mit der Aminosaure in Position 1 starten und 
an der Position 243 Thr codieren (Nummerierung bezogen auf SEQ 
ID NO:2) . 

30 Die erfindungsgemafcen Nukleinsauremolekule lassen sich zur gene- 
tischen Manipulation eines Organismus verwenden, um ihn als Pro- 
duzenten von einer oder mehreren Feinchemikalien besser und effi- 
zienter zu machen. Die erf indungsgem&fcen Molekule lassen sich so 
modif izieren, daS die Ausbeute, Produktion und/oder die Effizienz 

35 der Produktion von einer oder mehreren Feinchemikalien verbessert 
wird. 

Die erf indungsgemaSen Molekule konnen ferner an einem oder mehre- 
ren intrazellularen Signaltransduktionswegen beteiligt sein, die 

40 die Ausbeuten und/oder die Geschwindigkeit der Produktion einer 
oder mehrerer Feinchemikalien von C. glutamicum beeinf lussen. 
Proteine, die bspw. fur den Import von einem oder mehreren Zuk- 
kern aus dem extrazellul&ren Medium ndtig sind (bspw. Hpr, 
Enzym I, oder ein Bestandteil des Enzym-II-Komplexes) , werden bei 

45 Vorhandensein einer hinreichenden Menge Zucker in der Zelle hSu- 
fig posttranslational modif iziert, so da£ sie diesen Zucker nicht 
mehr importieren konnen. Die Zuckermenge, bei der das Transport- 
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system abgeschaltet wird, reicht zwar zur Aufrechterhaltung der 
normalen Zellfunktionen aus, jedoch schrSnkt sie die Oberproduk- 
tion der gewunschten Feinchemikalie ein. Es empfiehlt sich daher, 
die erf indungsgem<i&en Proteine zu modif izieren, so dafc sie auf 
5 eine solche negative Regulation nicht mehr ansprechen. Dadurch 
lassen sich hohere intrazellulare Konzentrationen eines oder meh- 
rerer Zucker und durch Extension eine eff izientere Produktion * 
oder h6here Ausbeuten von einer oder mehreren Feinchemikalien aus 
Organismen erzielen, die diese mutanten Proteine enthalten. 

10 

Als Anhang A werden im f olgenden die Nukleins&uresequenzen des 
Sequenzprotokolls zusammen mit den in Tabelle 1 beschriebenen 
SequenzverSnderungen an der jeweiligen Position definiert. 

15 Als Anhang B werden im folgenden die Polypeptidsequenzen des 
Sequenzprotokolls zusammen mit den in Tabelle 1 beschriebenen 
Sequenzverfinderungen an der jeweiligen Position definiert. 

Bei einer weiteren Aus fiihrungs form ist das isolierte Nuklein- 
20 s&uremolekul mindestens 15 Nukleotide lang und hybridisiert unter 
stringenten Bedingungen an ein Nukleinsauremolekiil, das eine 
Nukleotidsequenz aus Anhang A umfafit. Das isolierte NukleinsSure- 
molekiil entspricht vorzugsweise einem naturlich vorkommenden 
Nukleinsauremolekul . Die isolierte NukleinsSure codiert starker 
25 bevorzugt ein naturlich vorkommendes C. glutajnicum-G6PD-Protein 
oder einen biologisch aktiven Abschnitt davon. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft Vektoren f bspw. 
rekombinante Express ionsvekt or en, die die erf indungsgem&fcen 
30 Nukleinsauremolekttle enthalten, und Wirtszellen, in die diese 
Vektoren eingebracht worden sind. Bei einer Ausfiihrungsf orm wird 
zur Herstellung eines G6PD-Proteins eine Wirtszelle verwendet, 
die in einem geeigneten Medium gezuchtet wird. Das G6PD- Protein 
kann dann aus dem Medium oder der Wirtszelle isoliert werden . 

35 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft einen genetisch ver&n- 
derten Mikroorganismus , bei dem ein G6PD-Gen eingebracht oder 
ver&ndert worden ist. Das Genom des Mikroorganismus ist bei einer 
Ausfuhrungsform durch Einbringen mindestens eines erfindungs- 

40 gem&fcen NukleinsSuremolektils verfindert worden, das die mutierte 
G6PD-Sequenz als Transgen codiert. Bei einer anderen Ausfuhrungs- 
form ist ein endogenes G6PD-Gen im Genom des Mikroorganismus 
durch homologe Rekombination mit einem verSnderten G6PD-Gen ver- 
Sndert, z.B. funktionell disruptiert, worden. Der Mikroorganismus 

45 gehort bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform zur Gattung Coryne- 
bacterium oder BreviJbacterium, wobei Coryn eba c t eri um glutamicum 
besonders bevorzugt ist. Der Mikroorganismus wird in einer bevor- 
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zugten Ausfuhrungsf orm auch zur Herstellung einer gewiinschten 
Verbindung, wie einer Aminosaure, besonders bevorzugt Lysin, 
verwendet . 

5 Eine weitere bevorzugte Aus fiihrungs form sind Wirtszellen, die 
mehr als eine der in Anhang A beschriebenen Nukleinsauremolekiile 
besitzen. Solche Wirtszellen lassen sich auf verschiedene dem 
Fachmann bekannte Wege herstellen. Beispielsweise kfcnnen sie 
durch Vektoren, die mehrere der erf indungsgem&fcen Nukleinsauremo- 

10 lekule tragen, transfiziert werden. Es ist aber auch moglich mit 
einem Vektor jeweils ein erf indungsgemSEes Nukleinsauremolekul in 
die Wirtszelle einzubringen und deshalb mehrere Vektoren entweder 
gleichzeitig oder zeitlich abgestuft einzusetzen. Es konnen somit 
Wirtszellen konstruiert werden, die zahlreiche, bis zu mehreren 

15 Hundert der erf indungsgemafcen Nukleinsauresequenzen tragen. 
Durch eine solche Akkumulation lassen sich haufig uberadditive 
Ef fekte auf die Wirtszelle hinsichtlich der Feinchemikalien-Pro- 
duktivitat erzielen. 

20 Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrif ft ein isoliertes G6PD- 
Protein oder einen Abschnitt, bspw. einen biologisch aktiven Ab- 
schnitt davon. Das isolierte G6PD-Protein oder sein Abschnitt 
kann in einer bevorzugten Aus fuhrungs form am Import von energie- 
reichen Kohlenstof f-Molekulen (bspw. Glucose, Fructose oder Sac- 

25 charose) in C. glutamicum und zudem an einem oder mehreren intra - 
zellularen Signal transduktionswegen von C. glutamicum beteiligt 
sein. Bei einer weiteren bevorzugten Aus fiihrungs form ist das iso- 
lierte G6PD-Protein oder ein Abschnitt davon hinreichend homolog 
zu einer Aminosauresequenz von Anhang B, so daS das Protein oder 

30 sein Abschnitt weiterhin am Import von energiereichen Kohlen- 
stof f-Molekttlen (bspw. Glucose, Fructose oder Saccharose) in 
C. glutamicum und/oder an einem oder mehreren intrazellularen 
Signaltransduktionswegen von C. glutamicum teilnehmen kann. 

35 Die Erfindung betrifft zudem ein isoliertes Glu-6-Phosphat-Dehy- 
drogenaseProteinpraparat. Das Glu-6-Phosphat-DehydrogenaseG6PD- 
Protein umfaSt bei bevorzugten Aus fuhrungs formen eine Aminosaure- 
sequenz aus Anhang B. Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungs- 
form betrifft die Erfindung ein isoliertes Vollangenprotein, das 

40 zu einer vollstandigen Aminosauresequenz aus Anhang B (welche von 
einem of fenen Leseraster in Anhang A codiert wird) im wesentli- 
chen homolog ist. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Her- 
45 stellung einer Feinchemikalie. Das Verfahren sieht die Anzucht 
einer Zelle vor, die einen Vektor enthalt, der die Expression 
eines erf indungsgemaSen Nukleinsauremolekttls bewirkt, so daE eine 
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Feinchemikalie produziert wird. Dieses Verfahren umfafct bei einer 
bevorzugten Ausfuhrungsf orm zudem den Schritt der Gewinnung einer 
Zelle, die einen solchen Vektor enthalt, wobei die Zelle mit 
einem Vektor transfiziert ist, der die Expression einer Nuklein- 
5 saure bewirkt. Dieses Verfahren umfafct bei einer weiteren bevor- 
zugten Ausfiihrungsf orm zudem den Schritt, bei dem die Feinchemi- 
kalie aus der Kultur gewonnen wird. Die Zelle gehort bei einer 
bevorzugten Ausfuhrungsf orm zur Gattung Corynebacterium oder 
Breviba c t eri urn . 

10 

I. FeinchemikaJLien 

Der Begrif f "Feinchemikalie" ist im Fachgebiet bekannt und bein- 
haltet Molekule, die von einem Organismus produziert werden und 

15 in verschiedenen Industriezweigen Anwendungen f inden, wie bspw. , 
jedoch nicht beschrankt auf die pharmazeutische Industrie, die 
Landwirtschafts-, und Kosmetik- Indus trie. Diese Verbindungen um- 
fassen organische Sauren, wie Weinsaure, Itaconsaure und Diamino- 
pimelinsaure, sowohl proteinogene als auch nicht -proteinogene 

20 Aminosauren, Purin- und Pyrimidinbasen, Nukleoside und Nukleotide 
(wie bspw. beschrieben in Kuninaka, A. (1996) Nucleotides and 
related compounds, S. 561-612, in Biotechnology Bd. 6, Rehm et 
al. f Hrsg. VCH: Weinheim und den darin enthaltenen Zitaten) , 
Lipide, gesattigte und ungesattigte Fettsauren (bspw. Arachidon- 

25 saure), Diole (bspw. Propandiol und Butandiol) , Kohlenhydrate 
(bspw. Hyaluronsaure und Trehalose) , aromatische Verbindungen 
(bspw. aromatische Amine, Vanillin und Indigo), Vitamine und Co- 
faktoren (wie beschrieben in Ullmann's Encyclopedia of Industrial 
Chemistry, Bd. A27, "Vitamins", S. 443-613 (1996) VCH: Weinheim 

30 und den darin enthaltenen Zitaten; und Ong, A.S., Niki, E. 
und Packer, L. (1995) "Nutrition, Lipids, Health and Disease" 
Proceedings of the UNESCO/Confederation of Scientific and Techno- 
logical Associations in Malaysia and the Society for Free Radical 
Research - Asien, abgehalten am 1.-3. Sept. 1994 in Penang, 

35 Malaysia, AOCS Press (1995)), Enzyme und samtliche anderen von 
Gutcho (1983) in Chemicals by Fermentation, Noyes Data Corpora- 
tion, ISBN: 0818805086 und den darin angegebenen Literatur- 
stellen, beschriebenen Chemikalien. Der Metabolismus und die 
Verwendungen bestimmter Feinchemikalien sind nachstehend weiter 

40 erlautert. 

A. AminosMure-Metabolismus und Verwendungen 

Die Aminosauren umfassen die grundlegenden Struktureinheiten 
45 samtlicher Proteine und sind somit fur die normalen Zellfunk- 

tionen essentiell. Der Begrif f "Aminosaure" ist im Fachgebiet be- 
kannt. Die proteinogenen Aminosauren, von denen es 20 Arten gibt, 
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dienen als Struktureinheiten ftir Proteine, in denen sie tiber 
Peptidbindungen miteinander verknttpft sind, wohingegen die nicht- 
proteinogenen Aminosauren (von denen Hunderte bekannt sind) ge- 
w6hnlich nicht in Proteinen vorkommen (siehe Ullmann's Ency- 
5 clopedia of Industrial Chemistry, Bd. A2, S. 57-97 VCH: Weinheim 
(1985)). Die Aminosauren konnen in der D- oder L-Konf iguration 
vorliegen, obwohl L-Aminos&uren gew6hnlich der einzige Typ sind, 
den man in natxirlich vorkommenden Proteinen vorfindet. Biosyn- 
these- und Abbauwege von jeder der 20 proteinogenen Aminosauren 

10 sind sowohl bei prokaryotischen als auch eukaryotischen Zellen 
gut charakterisiert (siehe bspw. Stryer, L. Biochemistry, 3. Auf- 
lage, S. 578-590 (1988) ) . Die "essentiellen" Aminosauren 
(Histidin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Phenylalanin , 
Threonin, Tryptophan und Valin) , so bezeichnet, da sie aufgrund 

15 der Komplexitat ihrer Biosynthese mit der Ernahrung aufgenommen 
werden miissen, werden durch einfache Biosyntheseswege in die 
iibrigen 11 "nichtessentiellen" Aminosauren (Alanin, Arginin, 
Asparagin, Aspartat, Cystein, Glutamat, Glutamin, Glycin, Prolin, 
Serin und Tyrosin) umgewandelt. H6here Tiere besitzen die Fahig- 

20 keit, einige dieser Aminosauren zu synthetisieren, jedoch mttssen 
die essentiellen Aminosauren mit der Nahrung aufgenommen werden, 
damit eine normale Proteinsynthese stattfindet. 

Abgesehen von ihrer Funktion bei der Proteinbiosynthese sind 

25 diese Aminosauren interessante Chemikalien an sich, und man 
hat entdeckt, dafc viele bei verschiedenen Anwendungen in der 
Nahrungsmittel-, Futter-, Chemie-, Kosmetik-, Landwirtschaf ts- 
und pharmazeutischen Industrie zum Einsatz kommen. Lysin ist 
nicht nur ftir die Ernahrung des Menschen eine wichtige Amino- 

30 saure, sondern auch fiir monogastrische Tiere, wie Geflttgel und 
Schweine. Glutamat wird am haufigsten als Geschmacksadditiv 
(Mononatriumglutamat , MSG) sowie weithin in der Nahrungsmitt el In- 
dustrie verwendet, wie auch Aspartat, Phenylalanine Glycin und 
Cystein. Glycin, L-Methionin und Tryptophan werden samtlich in 

35 der pharmazeutischen Industrie verwendet. Glutamin, Valin, 

Leucin, Isoleucin, Histidin, Arginin, Prolin, Serin und Alanin 
werden in der pharmazeutischen Industrie und der Kosmetikindu- 
strie verwendet. Threonin, Tryptophan und D-/L-Methionin 
sind weitverbreitete Futtermittelzusatze (Leuchtenberger , W. 

40 (1996) Amino acids - technical production and use, S. 466-502 in 
Rehm et al., (Hrsg.) Biotechnology Bd. 6, Kapitel 14a, VCH: 
Weinheim). Man hat entdeckt, dafi sich diese Aminosauren aufierdem 
als Vorstufen fur die Synthese von synthetischen Aminosauren 
und Proteinen, wie N-Acetylcystein, S-Carboxymethyl-L-cy stein, 

45 ( S ) -5-Hydroxytryptophan und anderen, in Ullmann's Encyclopedia 
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of Industrial Chemistry, Bd. A2, S. 57-97, VCH, Weinheim, 1985 
beschriebenen Substanzen eignen. 



Die Biosynthese dieser natiirlichen AminosMuren in Organismen, die 
5 sie produzieren kSiinen, bspw. Bakterien, ist gut charakterisiert 
worden (fur einen Oberblick der bakteriellen AminosSure-Biosyn- 
these und ihrer Regulation, s. Umbarger, H.E. (1978) Ann. Rev. 
Biochem. 47: 533 - 606). Glutamat wird durch reduktive Aminierung 
von a-Ketoglutarat , einem Zwischenprodukt im Citronens&ure- 

10 Zyklus, synthetisiert. Glutamin, Prolin und Arginin werden 

jeweils nacheinander aus Glutamat erzeugt. Die Biosynthese von 
Serin erfolgt in einem Dreischritt-Verf ahren und beginnt mit 
3-Phosphoglycerat (einem Zwischenprodukt bei der Glykolyse) , und 
ergibt nach Oxidations-, Trans aminierungs- und Hydrolyseschritten 

15 diese AminosSure. Cystein und Glycin werden jeweils aus Serin 
produziert, und zwar die erstere durch Kondensation von Homo- 
cystein mit Serin, und die letztere durch Ubertragung des Seiten- 
ketten-p-Kohlenstof f atoms auf Tetrahydrof olat , in einer durch 
Serintranshydroxymethylase katalysierten Reaktion. Phenylalanin 

20 und Tyrosin werden aus den Vorstufen des Glycolyse- und Pentose- 
phosphatweges , Erythrose-4-phosphat und Phosphoenolpyruvat in 
einem 9-Schritt-Biosyntheseweg synthetisiert, der sich nur in den 
letzten beiden Schritten nach der Synthese von Prephenat unter- 
scheidet. Tryptophan wird ebenfalls aus diesen beiden Ausgangs- 

25 molekulen produziert, jedoch erfolgt dessen Synthese in einem 
11-Schritt-Weg. Tyrosin ia£t sich in einer durch Phenyl a laninhy- 
droxylase katalysierten Reaktion auch aus Phenylalanin herstel- 
len. Alanin, Valin und Leucin sind jeweils Biosyntheseprodukte 
aus Pyruvat, dem Endprodukt der Glykolyse. Aspartat wird aus 

30 Oxalacetat, einem Zwischenprodukt des Citrat zyklus, gebildet. 
Asparagin, Methionin, Threonin und Lysin werden jeweils durch 
Umwandlung von Aspartat produziert. Isoleucin wird aus Threonin 
gebildet. In einem komplexen 9-Schritt-Weg erfolgt die Bildung 
von Histidin aus 5-Phosphoribosyl-l-pyrophosphat, einem aktivier- 

35 ten Zucker. 

AminosSuren, deren Menge den Proteinbiosynthesebedarf der Zelle 
ubersteigt, k6nnen nicht gespeichert werden, und werden stattdes- 
sen abgebaut, so dafc Zwischenprodukte fur die Haupt-Stof fwechsel- 

40 wege der Zelle bereitgestellt werden (fur einen Uberblick siehe 
Stryer, L. , Biochemistry, 3. Aufl. Kap. 21 "Amino Acid Degrada- 
tion and the Urea Cycle 0 ; S 495-516 (1988)). Die Zelle ist zwar 
in der Lage, ungewunschte AminosSuren in niitzliche Stof fwechsel- 
Zwischenprodukte umzuwandeln, jedoch ist die AminosSureproduktion 

45 hinsichtlich der Energie, der Vorstufenmolekule und der fur ihre 
Synthese ndtigen Enzyme aufwendig. Es tiberrascht daher nicht, da£ 
die Aminos&ure-Biosynthese durch Feedback-Hemmung reguliert wird, 
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wobei das Vorliegen einer bestimmten Aminosaure ihre eigene Pro- 
duktion verlangsamt Oder ganz beendet (fiir einen Uberblick iiber 
den Riickkopplungs-Mechanismus bei Aminosaure-Biosynthesewegen, 
siehe Stryer, L. , Biochemistry, 3. Aufl., Kap. 24, "Biosynthesis 
5 of Amino Acids and Heme", S. 575-600 (1988)). Der Ausstofc einer 
bestimmten Aminosaure wird daher durch die Menge dieser Amino- 
saure in der Zelle eingeschrankt. 

B. Vitamine, Cofaktoren und Nutrazeutika-Metabolismus sowie 
10 Verwendungen 

Vitamine, Cofaktoren und Nutrazeutika umfassen eine weitere 
Gruppe von Molekulen. HShere Tiere haben die F&higkeit verloren, 
diese zu synthetisieren und miissen sie somit aufnehmen, obwohl 

15 sie leicht durch andere Organismen, wie Bakterien, synthetisiert 
werden. Diese Molekule sind entweder biologisch aktive Molekule 
an sich oder Vorstufen von biologisch aktiven Substanzen, die als 
Elektronentrager oder Zwischenprodukte bei einer Reihe von Stof f- 
wechselwegen dienen. Diese Verbindungen haben neben ihrem Nahr- 

20 wert auch einen signif ikanten industriellen Wert als Farbstoffe, 
Antioxidantien und Katalysatoren oder andere Verarbeitungs-Hilf s- 
stoffe. (Fur einen Uberblick tiber die Struktur, Aktivitat und die 
industriellen Anwendungen dieser Verbindungen siehe bspw. 
Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, "Vitamins", Bd. 

25 A27, S. 443-613, VCH: Weinheim, 1996), Der Begriff "Vitamin" ist 
im Fachgebiet bekannt und umfafit NShrstoffe, die von einem Orga- 
nismus fur eine normale Funktion benotigt werden, jedoch nicht 
von diesem Organismus selbst synthetisiert werden k6nnen. Die 
Gruppe der Vitamine kann Cofaktoren und nutrazeutische Verbin- 

30 dungen umfassen. Der Begriff "Cofaktor" umfafct nicht -protein- 
art ige Verbindungen, die fur das Auftreten einer normalen Enzym- 
aktivitat n6tig sind. Diese Verbindungen konnen organisch oder 
anorganisch sein; die erf indungsgemaSen Cof aktor-Molekttle sind 
vorzugsweise organisch. Der Begriff "Nutrazeutikum" umfaSt Nah- 

35 rungsmittelzusatze, die bei Pflanzen und Tieren, insbesondere dem 
Menschen, gesundheitsf drdernd sind. Beispiele solcher Molekule 
sind Vitamine, Antioxidantien und ebenfalls bestimmte Lipide 
(z.B. mehrfach ungesattigte Fettsauren) . 

40 Die Biosynthese dieser Molekule in Organismen, die zu ihrer Pro- 
duktion befahigt sind, wie Bakterien, ist umfassend charakteri- 
siert worden (Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, 
"Vitamins", Bd. A27, S. 443-613, VCH: Weinheim, 1996, Michal, G. 
(1999) Biochemical Pathways: An Atlas of Biochemistry and Molecu- 

45 lar Biology, John Wiley & Sons; Ong, A.S., Niki, E. und Packer, 
L. (1995) "Nutrition, Lipids, Health and Disease" Proceedings of 
the UNESCO/Confederation of Scientific and Technological Associa- 



WO 03/042389 PCT7EP02/1 2556 

9 

tions in Malaysia and the Society for free Radical Research - 
Asien, abgehalten am 1.-3. Sept. 1994 in Penang, Malaysia, AOCS 
Press, Champaign, IL X, 374 S) . 

5 Thiamin (Vitamin Bi) wird durch chemisches Kuppeln von Pyrimidin 
und Thiazol-Einheiten gebildet. Riboflavin (Vitamin B 2 ) wird aus 
Guanosin-5'-triphosphat (GTP) und Ribose-5' -phosphat syntheti- 
siert. Riboflavin wiederum wird 2ur Synthese von Flavinmono- 
nukleotid (FMN) und Flavinadenindinukleotid (FAD) eingesetzt. Die 

10 Familie von Verbindungen , die gemeinsam als "Vitamin B6" bezeich- 
net werden (bspw. Pyridoxin, Pyridoxamin, Pyridoxal -5 ' -phosphat 
und das kommerziell verwendete Pyridoxinhydrochlorid) , sind alle 
Derivate der gemeinsamen Struktureinheit 5-Hydroxy-6-methyl- 
pyridin. Panthothenat (Pantothensaure, R- ( + ) -N- ( 2 , 4-Dihydroxy- 

15 3,3-dimethyl-l-oxobutyl)-P-alanin) kann entweder durch chemische 
Synthese oder durch Fermentation hergestellt werden. Die letzten 
Schritte bei der Pantothenat-Biosynthese bestehen aus der ATP-ge- 
triebenen Kondensation von (J-Alanin und Pantoinsaure. Die fur die 
Biosyntheseschritte fur die Umwandlung in Pantoinsaure, in 

20 p-Alanin und zur Kondensation in Pantothensaure verantwort lichen 
Enzyme sind bekannt. Die metabolisch aktive Form von Pantothenat 
ist Coenzym A, dessen Biosynthese tiber 5 enzymatische Schritte 
verlauft. Pantothenat, Pyr idoxal- 5 ' -phosphat, Cystein und ATP 
sind die Vorstufen von Coenzym A. Diese Enzyme katalysieren nicht 

25 nur die Bildung von Pantothenat, sondern auch die Produktion von 
(R) -Pantoinsaure, (R) - Pant ol acton, (R) -Panthenol (Provitamin B 5 ) , 
Pantethein (und seinen Derivaten) und Coenzym A. 

Die Biosynthese von Biotin aus dem Vorstufenmolekul Pimeloyl-CoA 
30 in Mikroorganismen ist ausfuhrlich untersucht worden, und man hat 
mehrere der beteiligten Gene identif iziert . Es hat sich herausge- 
stellt, dafi viele der entsprechenden Proteine an der Fe-Cluster- 
Synthese beteiligt sind und zu der Klasse der nifS-Proteine gehS- 
ren. Die Liponsaure wird von der Octanonsaure abgeleitet und 
35 dient als Coenzym beim Energie-Metabolismus, wo sie Bestandteil 
des Pyruvatdehydrogenasekomplexes und des a-Ketoglutaratdehydro- 
genasekomplexes wird. Die Folate sind eine Gruppe von Substanzen, 
die alle von der Folsaure abgeleitet werden, die wiederum von L- 
Glutaminsaure, p-Aminobenzoesaure und 6-Methylpterin hergeleitet 
40 ist. Die Biosynthese der Folsaure und ihrer Derivate, ausgehend 
von den metabolischen Stof fwechselzwischenprodukten Guanosin- 
5 ' -triphosphat (GTP), L-Glutamins£ure und p-Aminobenzoesaure ist 
in bestimmten Mikroorganismen eingehend untersucht worden. 

45 Corrinoide (wie die Cobalamine und insbesondere Vitamin B a2 ) und 
die Porphyrine gehOren zu einer Gruppe von Chemikalien, die sich 
durch ein Tetrapyrrol-Ringsystem auszeichnen. Die Biosynthese von 
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Vitamin B12 ist hinreichend komplex, daS sie noch nicht vollst&n- 
dig charakterisiert worden ist, jedoch ist inzwischen ein Grofc- 
teil der beteiligten Enzyme und Substrate bekannt. Nikotins&ure 
(Nikotinat) und Nikotinamid sind Pyx idin-Derivate , die auch als 
5 "Niacin" bezeichnet werden. Niacin ist die Vorstufe der wichtigen 
Coenzyme NAD (Nikotinamidadenindinukleotid) und NADP (Nikotinami- 
dadenindinukleotidphosphat) und ihrer reduzierten Formen. 

Die Produktion dieser Verbindungen im GrofimaSstab beruht gro&ten- 
10 teils auf zellfreien chemischen Synthesen, obwohl einige dieser 
Chemikalien ebenfalls durch groSangelegte Anzucht von Mikroorga- 
nismen produziert worden sind, wie Riboflavin, Vitamin Bg, Panto- 
thenat und Biotin. Nur Vitamin B12 wird aufgrund der Komplexit&t 
seiner Synthese lediglich durch Fermentation produziert. In-vi- 
15 tro-Verfahren erfordern einen erheblichen Aufwand an Materialien 
und Zeit und hfiufig an hohen Kosten. 

C. Pur in- , Pyrimidin-, Nukleosid- und Nukleotid-Metabolismus 
und Verwendungen 

20 

Gene fur den Purin- und Pyrimidin-Stof fwechsel und ihre entspre- 
chenden Proteine sind wichtige Ziele fur die Therapie von Tumor- 
erkrankungen und Virusinf ektionen. Der Begriff "Purin* oder 
"Pyrimidin" umfafit stickstof fhaltige Basen, die Bestandteil der 

25 Nukleinsauren, Coenzyme und Nukleotide sind. Der Begriff 

"Nukleotid" beinhaltet die grundlegenden Struktureinheiten der 
Nukleinsauremolekiile, die eine stickstof fhaltige Base, einen Pen- 
tose-Zucker (bei RNA ist der Zucker Ribose, bei DNA ist der Zuk- 
ker D-Desoxyribose) und Phosphors&ure umfassen. Der Begriff 

30 "Nukleosid" umfafct Molekttle, die als Vorstufen von Nukleotiden 
dienen, die aber im Gegensatz zu den Nukleotiden keine Phosphor- 
s&ureeinheit aufweisen. Durch Hemmen der Biosynthese dieser Mole- 
kule oder ihrer Mobilisation zur Bildung von Nukleinsauremoleku- 
len ist es moglich, die RNA- und DNA-Synthese zu hemmen; wird 

35 diese Aktivit&t zielgerichtet bei kanzerogenen Zellen gehemmt, 
l&fct sich die Teiluiigs- und Replikations-F&higkeit von Tumorzel- 
len hemmen. 

Es gibt zudem Nukleotide, die keine Nukleinsauremolekule bilden, 
40 jedoch als Energiespeicher (d.h. AMP) oder als Coenzyme (d.h. FAD 
und NAD) dienen. 

Mehrere Ver6f f entlichungen haben die Verwendung dieser Chemika- 
lien fur diese medizinischen Indikationen beschrieben, wobei der 
45 Purin- und/oder Pyrimidin-Metabolismus beeinflufit wird (bspw. 

Christopherson, R.I. und Lyons, S.D. (1990) "Potent inhibitors of 
de novo pyrimidine and purine biosynthesis as chemotherapeutic 
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agents', Med. Res. Reviews 10: 505-548). Untersuchungen an Enzy- 
men, die am Purin- und Pyrimidin-Metabolismus beteiligt sind, 
haben sich auf die Entwicklung neuer Medikamente konzentriert , 
die bspw. als Immunsuppressionsmittel oder Antiprolif erantien 
5 verwendet werden k6nnen (Smith, J.L. "Enzymes in Nucleotide Syn- 
thesis" Curr. Opin. Struct. Biol. 5 (1995) 752-757; Biochem. Soc. 
Transact. 23 (1995) 877-902). Die Purin- und Pyrimidinbasen, 
Nukleoside und Nukleotide haben jedoch auch andere Einsatzm6g- 
lichkeiten: als Zwischenprodukte bei der Biosysnthese verschiede- 

10 ner Feinchemikalien (z.B. Thiamin, S-Adenosyl-methionin, Folate 
oder Riboflavin) , als Energietrager fur die Zelle (bspw. ATP oder 
GTP) und fur Chemikalien selbst, werden gewShnlich als Ge- 
schmacksverstarker verwendet (bspw. IMP oder GMP) oder fur viele 
medizinische Anwendungen (siehe bspw. Kuninaka, A., (1996) 

15 "Nucleotides and Related Compounds in Biotechnology Bd. 6, Rehm 
et al., Hrsg. VCH; Weinheim, S. 561-612). Enzyme, die am Purin-, 
Pyrimidin-, Nukleosid- oder Nukleot id-Met abolismus beteiligt 
sind, dienen auch immer starker als Ziele, gegen die Chemikalien 
fur den Pf lanzenschutz , einschliefilich Fungiziden, Herbiziden und 

20 Insektiziden entwickelt werden. 

Der Metabolismus dieser Verbindungen in Bakterien ist charakteri- 
siert worden (fur Ubersichten siehe bspw. Zalkin, H. und Dixon, 
J.E. (1992) "De novo purin nucleotide biosynthesis" in Progress 

25 in Nucleic Acids Research and Molecular biology, Bd. 42, Academic 
Press, S. 259-287; und Michal, G. (1999) "Nucleotides and Nucleo- 
sides"; Kap. 8 in : Biochemical Pathways: An Atlas of Bio- 
chemistry and Molecular Biology, Wiley, New York) . Der Purin- 
Metabolismus, das Objekt intesiver Forschung, ist ftir das normale 

30 Funktionieren der Zelle essentiell. Ein gestdrter Purin-Metabo- 
lismus in hoheren Tieren kann schwere Erkrankungen verursachen, 
bspw. Gicht. Die Pur innukleo tide werden ttber eine Reihe von 
Schritten ttber die Zwischenverbindung Inosin-5 ' -phosphat (IMP) 
aus Ribose-5 -phosphat synthetisiert, was zur Produktion von 

35 Guanosin-5 * -monophosphat (GMP) oder Adenosin-5 ' -monophosphat 
(AMP) ftthrt, aus denen sich die als Nukleotide verwendeten Tri- 
phosphatformen leicht herstellen lassen. Diese Verbindungen wer- 
den auch als Energiespeicher verwendet, so da£ ihr Abbau Energie 
ftir viele verschiedene biochemische Prozesse in der Zelle lie- 

40 fert. Die Pyrimidinbiosynthese erfolgt Ober die Bildung von Uri- 
din-5 9 -monophosphat (UMP) aus Ribose-5-phosphat . UMP wiederum 
wird in Cytidin-5 ' -triphosphat (CTP) umgewandelt. Die Desoxyfor- 
men samtlicher Nukleotide werden in einer Einschritt-Reduktions- 
reaktion aus der Diphosphat-Riboseform des Nukleotides zur 

45 Diphosphat-Desoxyriboseform des Nukleotides hergestellt, Nach der 
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Phosphorylierung konnen diese Molekttle an der DNA-Synthese teil- 
nehmen . 

D. Trehalose-Metabollsmus und Verwendungen 

5 

Trehalose besteht aus zwei Glucosemolekiilen, die iiber a,(X-l,l- 
Bindung miteinander verknupft sind. Sie wird gewohnlich in der 
Nahrungsmittelindustrie als Stifcstoff , als Additiv fur getrocknete 
oder gefrorene Nahrungsmittel sowie in Getranken verwendet. Sie 

10 wird jedoch auch in der pharmazeutischen Industrie, der Kosmetik- 
und Biotechnologie-Industrie angewendet (s. bspw. Nishimoto et 
al. f (1998) US-Patent Nr. 5 759 610; Singer, M.A. und Lindguist, 
S. Trends Biotech. 16 (1998) 460-467; Paiva, C.L.A. und Panek, 
A.D. Biotech Ann. Rev. 2 (1996) 293-314; und Shiosaka, M.J. Japan 

15 172 (1997) 97-102). Trehalose wird durch Enzyme von vielen Mikro- 
organismen produziert und auf naturliche Weise in das umgebende 
Medium abgegeben, aus dem sie durch im Fachgebiet bekannte Ver- 
fahren gewonnen werden kann. 

20 II. Erf indunqsgema&e Elemente und Verfahren 

Die vorliegende Erf indung beruht zumindest teilweise auf der Ent- 
deckung von neuen Molekulen, die hier als G6PD-Nukleins&ure- und 
-Protein-Molekiile bezeichnet werden und an der Aufnahme energie- 

25 reicher Kohlenstof fmolekiile (z.B. Glucose, Saccharose und Fruc- 
tose) in C. glutamicum beteiligt sind und auch an einera oder meh- 
reren intrazelluiaren Signal trans duktionswegen in diesen Mikroor- 
ganismen beteiligt sein konnen. Bei einer Ausfuhrungsform impor- 
tieren die G6PD-Molekiile energiereiche Kohlenstof fmolekttle in die 

30 Zelle, wo die durch ihren Abbau erzeugte Energie zum Antreiben 
energetisch weniger begtlnstigter biochemischer Reaktionen einge- 
setzt wird. Ihre Abbauprodukte kOnnen als Zwischenprodukte oder 
Vorstufen fur eine Reihe anderer Stof fwechselwege eingesetzt wer- 
den. Bei einer anderen Ausfuhrungsform kfinnen die G6PD-Molektile 

35 an einem oder mehreren intrazellul&ren Signaltransduktionswegen 
teilnehmen, wobei die Gegenwart einer modif izierten Form eines 
G6PD-Molekuls (z.B. ein phosphoryliertes G6PD-Protein) an einer 
Signaltransduktionskaskade teilnehmen kann, die einen oder meh- 
rere Zellvorg&nge reguliert. Die Aktivitat der erf indungsgem£Sen 

40 G6PD-Molektile hat bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform eine Aus- 
wirkung auf die Produktion einer gewunschten Feinchemikalie durch 
diesen Organismus. Bei einer besonders bevorzugten Ausfuhrungs- 
form haben die erf indungsgem&fien G6PD-Molekttle eine modulierte 
Aktivitat, so dafc die Ausbeute, Produktion oder Effizienz der 

45 Produktion von einer oder mehreren Feinchemikalien aus C. gluta- 
micum ebenfalls moduliert sind. 
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Die erfindungsgemaSen G6PD-Molekttle sind in einer anderen Aus- 
fiihrungsform befahigt, die Produktion eines gewiinschten Molekiils, 
wie einer Feinchemikalie, in einem Mikroorganismus , wie C. gluta- 
micum, zu modulieren. Mit Hilfe von Genrekombinat ions techni ken 
5 lassen sich ein oder mehrere erf indungsgem&fce G6PD-Proteine der- 
art manipulieren, dafi ihre Funktion moduliert ist. Bspw. kann ein 
Protein, das am G6PD-vermittelten Import von Glucose beteiligt 
ist, so verandert werden, dafi es optimale Aktivit&t aufweist, 
und das G6PD-System fur den Import von Glucose kann somit gr6£ere 

10 Mengen Glucose in die Zelle befSrdern. Glucosemolekale werden 
nicht nur als Energiequelle far energetisch ungiinstige biochemi- 
sche Reaktionen, wie die Biosyn these von Feinchemikalien verwen- 
det, sondern auch als Vorstufen und Zwischenprodukte bei einer 
Reihe von Feinchemikalien-Biosynthesewegen (bspw. wird Serin aus 

15 3-Phosphoglycerat synthetisiert) . In jedem Fall l&fct sich die 
Gesamtausbeute oder die Produktionsrate einer dieser gewttnschten 
Feinchemikalien erhdhen, und zwar durch Erh6hen der Energie, die 
verfttgbar ist, damit diese Produktion stattfindet, oder durch 
Vergrofcern der Verfiigbarkeit der Verbindungen , die notig sind, 

20 damit diese Produktion stattfindet. 

Als Ausgangspunkt zur Herstellung der erf indungsgema£en Nuklein- 
sauresequenzen eignet sich das Genom eines Corynebacterivm grluta- 
jnicum-Stammes , der von der American Type Culture Collection unter 
25 der Bezeichnung ATCC 13032 erhfiltlich ist. 

Von diesen Nukleinsauresequenzen lassen sich durch die in Ta- 
belle 1 bezeichneten Ver&nderungen die erf indungsgem&fcen Nuklein- 
sauresequenzen mit tiblichen Verfahren herstellen. 

30 

Das erfindungsgem&fce G6PD-Protein oder ein biologisch aktiver Ab- 
schnitt oder Fragmente davon kttnnen am Transport von energierei- 
chen kohlenstoffhaltigen Molekaien, wie Glucose, in C. glutamicum 
oder an einer intrazellularen Signaltransduktion in diesem Mikro- 
35 organismus beteiligt sein, oder kSnnen eine oder mehrere der in 
Tabelle 1 aufgeftihrten Aktivit&ten aufweisen. 

In den nachstehenden Unterabschnitten sind verschiedene Aspekte 
der Erfindung ausftthrlicher beschrieben: 

40 

A. Jsolierte Nukleins&uremolekaie 

Ein Aspekt der Erfindung betrifft isolierte Nukleinsauremolektile, 
die G6PD-Polypeptide oder biologisch aktive Abschnitte davon 
45 codieren, sowie NukleinsSure fragmente, die zur Verwendung als 

Hybridisierungssonden oder Primer zur Identif izierung oder Ampli- 
fizierung von G6 PD-codierenden NukleinsSuren (z.B. G6PD-DNA) hin- 
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reichen. Der Begriff "Nukleinsauremolekul"' soil DNA-Molekttle 
(z.B. cDNA oder genomische DNA) und RNA-Molekule (z.B. mRNA) so- 
wie DNA- oder RNA-Analoga, die mittels Nukleotidanaloga erzeugt 
werden, umfassen. Dieser Begriff umfafct zudem die am 3'- und am 
5 5'-Ende des codierenden Genbereichs gelegene untranslatierte Se- 
quenz: mindestens etwa 100 Nukleotide der Sequenz stromauf- 
w&rts des 5'-Endes des codierenden Bereichs und mindestens etwa * 
20 Nukleotide der Sequenz stromabwarts des 3'-Endes des codieren- 
den Genbereichs. Das NukleinsSuremolekul kann einzelstrangig oder 

10 doppelstr&ngig sein, ist aber vorzugsweise eine doppelstrangige 
DNA. Ein "isoliertes" Nukleins&uremolektil wird aus anderen 
Nukleinsauremolektilen abgetrennt, die in der natttrlichen Quelle 
der Nukleins^ure zugegen sind. Eine "isolierte" Nukleinsaure hat 
vorzugsweise keine Sequenzen, die die NukleinsSure in der 

15 genomischen DNA des Organismus, aus dem die Nukleinsaure stammt, 
natarlicherweise flankieren (bspw. Sequenzen, die sich am 5'- 
bzw. 3'-Ende der NukleinsSure befinden) . In verschiedenen Ausftth- 
rungsformen kann bspw. das isolierte G6PD-Nukleins£uremolekul we- 
niger als etwa 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb oder 0,1 kb 

20 der Nukleotidsequenzen, die naturlicherweise das NukleinsSuremo- 
lekul in der genomischen DNA der Zelle, aus der die Nukleinsaure 
stammt (bspw. eine C. glutamicum-Zelle) flankieren. Ein "isolier- 
tes" NukleinsSuremolekul, wie ein cDNA-Molekttl kann uberdies im 
wesentlichen frei von einem anderen zellularen Material oder 

25 Kulturmedium sein, wenn es durch rekombinante Techniken herge- 
stellt wird, oder frei von chemischen Vorstufen oder anderen Che- 
mikalien sein, wenn es chemisch synthetisiert wird. 

Ein erfindungsgem&fces Nukleins&ureroolekul , bspw. eine NukleinsSu- 

30 remolekul mit einer Nukleotidsequenz aus Anhang A oder ein Ab- 
schnitt da von, kann mittels molekularbiologischer Standard-Tech- 
niken und der hier bereitgestellten Sequenz information herge- 
stellt werden. Bspw. kann eine C. giutamicum-G6PD-cDNA aus einer 
C. gl u t ami cum-Bank isoliert werden, indem eine vollstSndige Se- 

35 quenz aus Anhang A oder ein Abschnitt davon als Hybridisierungs- 
sonde und Standard-Hybridisierungs techniken (wie bspw. beschrie- 
ben in Sambrook, J., Fritsch, E.F. und Maniatis, T. Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual. 2. Aufl. Cold Spring Harbor Labora- 
tory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 

40 NY, 1989) verwendet werden. Oberdies l&£t sich ein NukleinsSure- 
molekul, umfassend eine vollstandige Sequenz aus Anhang A oder 
ein Abschnitt davon, durch Polymer asekettenreakt ion isolieren, 
wobei die Oligonukleotidprimer, die auf der Basis dieser Sequenz 
erstellt wurden, verwendet werden (z.B. kann ein Nukleins&uremo- 

45 lekiil, umfassend eine vollstandige Sequenz aus Anhang A oder 
einen Abschnitt davon, durch Polymerasekettenreaktion isoliert 
werden, indem Oligonukleotidprimer verwendet werden, die auf der 
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Basis dieser gleichen Sequenz aus Anhang A erstellt worden sind) . 
Bspw. l££t sich mRNA aus normalen Endothelzellen isolieren (bspw. 
durch das Guanidiniumthiocyanat-Extraktionsverfahren von Chirgwin 
et al. (1979) Biochemistry 18: 5294-5299) und die cDNA kann 
5 mittels reverser Transkriptase (bspw. Moloney-MLV-Reverse-Trans- 
kriptase, erh&ltlich bei Gibco/BRL, Bethesda, MD, oder AMV-Re- 
verse-Transkriptase, erh&ltlich von Seikagaku America, Inc., 
St. Petersburg, FL) hergestellt werden. Synthetische Oligonukleo- 
tidprimer fur die Amplif izierung via Polymerasekettereaktion las- 

10 sen sich auf der Basis einer der in Anhang A gezeigten Nukleotid- 
sequenzen erstellen. Eine erf indungsgema&e Nukleinsaure kann 
mittels cDNA oder alternativ genomischer DNA als Matrize und ge- 
eigneten Oligonukleotidpriraern gemafc PCR-Standard-Amplif ikations- 
techniken amplif iziert werden. Die so amplif izierte Nukleinsaure 

15 kann in einen geeigneten Vektor kloniert werden und durch DNA- 
Sequenz analyse charakterisiert werden. Oligonukleotide, die einer 
G6PD-Nukleotidsequenz entsprechen, k6nnen durch Standard-Synthe- 
severfahren, bspw. mit einem automatischen DNA-Synthesegerat , 
hergestellt werden. 

20 

Bei einer bevorzugten Aus ftthrungs form umfafct ein erfindungs- 
gemSfies isoliertes Nukleinsauremolekttl eine der in Anhang A auf- 
geftthrten Nukleotidsequenzen. 

25 Bei einer weiteren bevorzugten Aus ftthrungs form umfaSt ein erfin- 
dungsgemafies isoliertes Nukleinsauremolekttl ein zu einer der in 
Anhang A gezeigten Nukleotidsequenzen komplementares Nuklein- 
sauremolekttl oder einen Abschnitt davon, wobei es sich um ein 
Nukleinsauremolekill handelt, das zu einer der in Anhang A gezeig- 

30 ten Nukleotidsequenzen hinreichend komplement&r ist, dafc es mit 
einer der in Anhang A angegebenen Sequenzen hybridisieren kann, 
wodurch ein stabiler Duplex entsteht. 

Bei einer Aus ftthrungs form codiert das erf indungsgem&Se Nuklein- 
35 sauremolekttl ein Protein oder einen Abschnitt davon, der eine 

Aminosauresequenz umfafit, die hinreichend homolog zu einer Amino- 
sauresequenz von Anhang B ist, daE das Protein oder ein Abschnitt 
davon weiterhin am Transport von energiereichen Kohlenstof fmole- 
kttlen (wie Glucose) in C. grlutamicum und auch an einem oder meh- 
40 reren intrazellularen Signaltransduktionswegen beteiligt sein 
kann. Wie hier verwendet, betrifft der Begriff "hinreichend 
homolog" Proteine oder Abschnitte davon, deren Aminosaurese- 
quenzen eine minimale Anzahl identischer oder aquivalenter Amino- 
saurereste (bspw. ein Aminosaurerest rait einer ahnlichen Seiten- 
45 kette wie ein Aminosaurerest in einer der Sequenzen von Anhang B) 
zu einer Aminosauresequenz aus Anhang B aufweisen, so da£ das 
Protein oder ein Abschnitt davon energiereiche Kohlenstof fmole- 
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kale, wie Glucose, in C. glutamicum transportieren kann und zudem 
an der intrazellul&ren Signaltransduktion in diesem Mikroorganis- 
mus beteiligt sein kann. Proteinbestandteile dieser Stof fwechsel- 
wege transportieren, wie hier beschrieben, energiereiche kohlen- 
5 stoffhaltige Molektlle wie Glucose in C. glutamicum und k6nnen 
auch an der intrazellul&ren Signaltransduktion in diesem Mikro- 
organismus beteiligt sein. Beispiele dieser Aktivit&ten sind 
ebenfalls hier beschrieben. Somit betrifft die "Funktion eines 
G6PD- Proteins" das vollst&idige Funktionieren und/oder die Regu- 
10 lation von einem Oder mehreren Zuckertransport-Wegen auf Phospho- 
enolpyruvat-Basis. In Tabelle 1 sind Beispiele der G6PD-Protei- 
naktivitSten angegeben. 

Abschnitte von Proteinen, die von den erf indungsgem&fcen G6PD- 

15 NukleinsSuremolektilen codiert werden, sind vorzugsweise biolo- 
gisch aktive Abschnitte von einem der G6PD-Proteine . Der Begriff 
"biologisch aktiver Abschnitt eines G6PD-Proteins" , wie er hier 
verwendet wird, soil einen Abschnitt, bspw. eine Domane oder ein 
Motiv, eines G6PD-Proteins umfassen, die/das energiereiche 

20 kohlenstoffhaltige Molekule, wie Glucose, in C. glutamicum trans- 
portieren kann, oder an der intrazellulSren Signaltransduktion in 
diesem Mikroorganismus beteiligt sein kann, oder eine in Ta- 
belle 1 angegebene Aktivit&t aufweist. Zur Bestimmung, ob ein 
G6PD-Protein oder ein biologisch aktiver Abschnitt davon am 

25 Transport von energiereichen kohlenstof fhaltigen Molekttlen, wie 
Glucose, in C. glutamicum oder an der intrazellul&ren Signal- 
transduktion in diesem Mikroorganismus beteiligt sein kann, kann 
ein Test der enzymatischen Aktivit&t durchgeftihrt werden. Diese 
Testverfahren, wie eingehend beschrieben in Beispiel 8 des Bei- 

30 spielteils, sind dem Fachmann gelSufig. 

ZusStzlich zu naturlich vorkommenden Varianten der G6PD-Sequenz, 
die in der Population existieren kfinnen, ist der Fachmann sich 
ebenfalls dessen bewufit, daS £nderungen durch Mutation in eine 

35 Nukleotidsequenz von Anhang A eingebracht werden kSnnen, was zur 
Anderung der Aminosauresequenz des codierten G6PD-Proteins ftthrt, 
ohne daS die Funktionsf Shigkeit des G6PD-Proteins beeintr&chtigt 
wird. Bspw. lassen sich Nukleotidsusbtitutionen, die an "nicht- 
essentiellen" Aminos&ureresten zu Aminos&uresubstitutionen ftih- 

40 ren, in einer Sequenz von Anhang A herstellen. Ein "nicht-essen- 
tieller* Aminos&urerest l&£t sich in einer Wildtypsequenz von 
einem der G6PD-Proteine (Anhang B) verSndern, ohne daE die 
Aktivitat des G6PD- Proteins verSndert wird, wohingegen ein "es- 
sentieller" AminosSurerest fiir die G6PD-Proteinaktivit&t erfor- 

45 derlich ist. Andere Aminos&urereste jedoch (bspw. nicht-konser- 
vierte oder lediglich semikonservierte AminosSurereste in der 
Dom&ne mit G6PD-Aktivitat) kSnnen f\ir die AktivitSt nicht essen- 



WO 03/042389 



PCT/EP02/12556 



17 

tiell sein und lassen sich somit wahrscheinlich verandern, ohne 
daS die G6PD-Aktivitat verandert wird. 

Ein isoliertes Nukleinsauremolekiil, das ein G6PD- Protein codiert, 
5 das zu einer Proteinsequenz aus Anhang B homolog ist, kann durch . 
Einbringen von einer oder mehreren Nukleotidsubstitutionen, 
-additionen oder -deletionen in eine Nukleotidsequenz aus Anhang ' 
A erzeugt werden, so da£ eine oder mehrere Aminosauresubstitutio- 
nen, -additionen oder -deletionen in das codierte Protein einge- 

10 bracht werden. Die Mutationen k6nnen in eine der Sequenzen aus 
Anhang A durch Standard-Techniken eingebracht werden, wie stel- 
lengerichtete Mutagenese und PCR-vennittelte Mutagenese. Vorzugs- 
weise werden konservative Arainosauresubstitutionen an einer oder 
mehreren der vorhergesagten nicht-essentiellen Aminosaureresten 

15 eingefiihrt. Bei einer "konservativen Aminos auresubsti tut ion" wird 
der Aminosaurerest durch einen Aminosaurerest mit einer Shnlichen 
Seitenkette ausgetauscht . Im Fachgebiet sind Familien von Amino- 
saureresten mit Shnlichen Seitenketten definiert worden. Diese 
Familien umfassen Aminosauren mit basischen Seitenketten (z.B. 

20 Lysin, Arginin, Histidin), sauren Seitenketten (z.B. Asparagin- 
saure, Glutaminsaure) , ungeladenen polar en Seitenketten (z.B. 
Glycin, Asparagin, Glutamin, Serin, Threonin, Tyrosin, Cystein) , 
nicht-polaren Seitenketten, (bspw. Alanin, Valin, Leucin, Iso- 
leucin, Prolin, Phenylalanin, Methionin, Tryptophan) , beta-ver- 

25 zweigten Seitenketten (z.B. Threonin, Valin, Isoleucin) und aro- 
matischen Seitenketten (z.B. Tyrosin, Phenylalanin, Tryptophan, 
Histidin) . Ein vorhergesagter nicht-essentieller Aminosaurerest 
in einem G6PD-Protein wird somit vorzugsweise durch einen anderen 
Aminosaurerest der gleichen Seitenkettenf amilie ausgetauscht. In 

30 einer weiteren Aus fuhrungs form kSnnen die Mutationen alternativ 
zufallsgem&£ flber die gesamte oder einen Teil der G6PD-codieren- 
den Sequenz eingebracht werden, bspw. durch Sattigungsmutagenese, 
und die resultierenden Mutanten kdnnen auf die hier beschriebene 
G6PD-Aktivitat untersucht werden, urn Mutanten zu identif izieren, 

35 die eine G6PD-AktivitcLt beibehalten. Nach der Mutagenese von 

einer der Sequenzen aus Anhang A kann das codierte Protein rekom- 
binant exprimiert werden, und die Aktivitat des Proteins kann 
bspw. mit den hier beschriebenen Tests (siehe Beispiel 8 des Bei- 
spielteils) bestimmt werden. 

40 

B. JtekomJbinante Expressionsvektoren and Wirtszellen 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft Vektoren, vorzugsweise 
Expressionsvektoren, die eine Nukle ins Sure en thai ten, die ein 
45 G6PD-Protein (oder einen Abschnitt davon) codieren. Wie hier 
verwendet betrifft der Begriff "Vektor" ein Nukleinsauremolekttl , 
das eine andere Nukleinsaure transport ieren kann, an welche es 
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gebunden ist. Ein Vektortyp ist ein "Plasmid", was fur eine zir- 
kuiare doppelstr&ngige DNA-Schleife stent, in die zusStzlichen 
DNA-Segmente ligiert werden konnen. Ein weiterer Vektortyp ist 
ein viraler Vektor, wobei zusStzliche DNA-Segmente in das virale 
5 Genom ligiert werden konnen. Bestiinmte Vektoren konnen in einer 
Wirtszelle, in die sie eingebracht worden sind, autonom replizie- 
ren (bspw. Bakterienvektoren, mit bakteriellem Replikationsur- 
sprung und episomale S&ugetiervektoren) . Andere Vektoren (z.B. 
nicht-episomale Saugetiervektoren) werden in das Genom einer 

10 Wirtszelle beim Einbringen in die Wirtszelle integriert und da- 
durch zusammen mit dem Wirtsgenom repliziert. Zudem konnen be- 
st immte Vektoren die Expression von Genen, mit denen sie funk- 
tionsfahig verbunden sind, steuern. Diese Vektoren werden als 
"Expressionsvektoren" bezeichnet. GewShnlich haben die Expres- 

15 s ions vektor en, die bei DNA-Rekombinationstechniken verwendet wer- 
den, die Form von Plasmiden. In der vorliegenden Beschreibung 
konnen "Plasmid" und "Vektor* austauschbar verwendet werden, da 
das Plasmid die am Mufigsten verwendete Vektorform ist. Die 
Erfindung soil diese anderen Expressionsvektorformen, wie virale 

20 Vektoren (bspw. replikationsdef iziente Retroviren, Adenoviren und 
adenoverwandte Viren) , die Shnliche Funktionen austtben, umfassen. 

Der erfindungsgemaEe rekombinante Express ions vektor umfafit eine 
erfindungsgemaSe NukleinsSure in einer Form, die sich zur Expres- 

25 sion der Nukleinsaure in einer Wirtszelle eignet, was bedeutet, 
daS die rekombinanten Express ions vektor en eine oder mehrere 
regulatorische Sequenzen, ausgewahlt auf der Basis der zur Ex- 
pression zu verwendenden Wirtszellen, die mit der zu exprimieren- 
den NukleinsSuresequenz funktionsf Shig verbunden ist, umfa&t. In 

30 einem rekombinanten Exprtess ions vektor bedeutet "funktionsfahig 
verbunden", da£ die Nukleotidsequenz von Interesse derart an die 
regulatorische (n) Sequenz(en) gebunden ist, da£ die Expression 
der Nukleotidsequenz m8glich ist (bspw. in einem In-vitro-Tran- 
skriptions-/Translationssystem oder in einer Wirtszelle, wenn der 

35 Vektor in die Wirtszelle eingebracht ist) . Der Begrif f "regula- 
torische Sequenz" soil Promotoren, Enhancer und andere Expres- 
sionskontrollelemente (bspw. Polyadenylierungssignale) umfassen. 
Diese regulatorischen Sequenzen sind bspw beschrieben in Goeddel: 
Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic 

40 Press, San Diego, CA (1990). Regulatorische Sequenzen umfassen 
solche, die die konstitutive Expression einer Nukleotidsequenz in 
vielen Wirtszelltypen steuern, und solche, die die direkte Ex- 
pression der Nukleotidsequenz nur in bestimmten Wirtszellen steu- 
ern. Der Fachmann ist sich dessen bewuSt, daS die Gestaltung 

45 eines Express ionsvekt or s von Faktoren abh&ngen kann, wie der Wahl 
der zu transf ormierenden Wirtszelle, dem Ausmafc der Expression 
des gewunschten Proteins usw. Die erf indungsgem&fcen Expressions- 
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vektoren konnen in die Wirtszellen eingebracht werden, so da£ 
dadurch Proteine oder Peptide, einschliefilich Fusionsproteinen 
oder -peptiden, die von den NukleinsSuren, wie hier beschrieben, 
codiert werden, hergestellt werden (bspw. G6PD-Proteine, mutante 
5 Formen von G6PD-Proteinen, Fusionsproteine, usw. ) . 

Die erfindungsgemafcen rekombinanten Express ionsvektoren kdnnen 
zur Expression von G6PD-Proteinen in prokaryotischen oder euka- 
ryotischen Zellen ausgestaltet sein. Bspw. kdnnen G6PD-Gene in 

10 bakteriellen Zellen, wie C. glutamicum, Insektenzellen (mit Bacu- 
lovirus-Expressionsvektoren) , Hefe- und anderen Pilzzellen (siehe 
Romanos, M.A. et al . (1992) "Foreign gene expression in yeast: a 
review", Yeast 8: 423-488; van den Hondel, C. A.M. J .J . et al . 
(1991) "Heterologous gene expression in filamentous fungi" in: 

15 More Gene Manipulations in Fungi, J.W. Bennet & L.L. Lasure, 

Hrsg., S. 396-428: Academic Press: San Diego; und van den Hondel, 
C. A. M.J. J. & Punt, P.J. (1991) "Gene transfer systems and vector 
development for filamentous fungi, in: Applied Molecular Genetics 
of Fungi, Peberdy, J.F. et al., Hrsg, S. 1-28, Cambridge 

20 University Press: Cambridge), Algen- und vielzelligen Pflanzen- 
zellen (siehe Schmidt, R. und Willmitzer, L. (1988) "High effi- 
ciency AgroJbacterium tvmef aci ens-mediated transformation of Ara- 
bidopsis thaliana leaf and cotyledon explants" Plant Cell Rep.: 
583-586) oder S&ugetierzellen exprimiert werden. Geeignete Wirts- 

25 zellen werden weiter erortert in Goeddel, Gene Expression 

Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, 
CA (1990). Der rekombinante Express ionsvekt or kann alternativ, 
bspw. mit T7-Promotorregulatorischen Sequenzen und T7- Polymerase, 
in vitro transkribiert und translatiert werden. 

30 

Die Expression von Proteinen in Prokaryonten erfolgt meist mit 
Vektoren, die konstitutive oder induzierbare Promotoren enthal- 
ten, die die Expression von Fusions- oder Nicht-Fusionsproteinen 
steuern. Fusionsvektoren steuern eine Reihe von Aminos&uren zu 

35 einem darin codierten Protein, gewohnlich am Aminoterminus des 
rekombinanten Proteins, bei. Diese Fusionsvektoren haben gewohn- 
lich drei Aufgaben: 1) die Verst&rkung der Expression von rekom- 
binantem Protein; 2) die Erhdhung der LOslichkeit des rekom- 
binanten Proteins; und 3) die Untersttttzung der Reinigung des 

40 rekombinanten Proteins durch Wirkung als Ligand bei der Af fini- 
t&tsreinigung. Bei Fusions-Expressionsvektoren wird oft eine 
proteolytische Spaltstelle an der Verbindungss telle der Fusions- 
einheit und des rekombinanten Proteins eingebracht, so dafc die 
Trennung des rekombinanten Proteins von der Fusionseinheit nach 

45 der Reinigung des Fusionsproteins mdglich ist. Diese Enzyme und 
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ihre entsprechenden Erkennungssequenzen umfassen Faktor Xa, 
Thrombin und Enterokinase . 

tibliche Fusionsexpressionsvektoren umfassen pGEX (Pharmacia Bio- 
5 tech Inc; Smith, D.B. und Johnson, K.S. (1988) Gene 67: 31-40), 
pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) und pRIT 5 (Pharmacia, 
Piscataway, NJ) , bei denen Glutathion-S-Transf erase (GST) , Mai- ' 
tose E-bindendes Protein bzw. Protein A an das rekombinante Ziel- 
protein fusioniert wird. Bei einer Aus ftthrungs form ist die codie- 

10 rende Sequenz des G6PD-Proteins in einen pGEX-Expressionsvektor 
kloniert, so da£ ein Vektor erzeugt wird, der ein Fusionsprotein 
codiert, umfassend vom N-Terminus zum C -Terminus, GST - Thrombin- 
Spalts telle - X-Protein. Das Fusionsprotein kann durch Affini- 
tatschromatographie mittels Glutathion-Agarose-Harz gereinigt 

15 werden. Das rekombinante G6PD- Protein, das nicht mit GST fusio- 
niert ist, kann durch Spaltung des Fusionsproteins mit Thrombin 
gewonnen werden. 

Beispiele geeigneter induzierbarer Nicht-Fusions-Expressionsvek- 
20 toren aus E. coli umfassen pTrc (Amann et al., (1988) Gene 69: 
301 - 315) und pET lid (Studier et al. Gene Expression Techno- 
logy: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Kali- 
fornien (1990) 60-89). Die Zielgenexpression aus dem pTrc-Vektor 
beruht auf der Transkription durch Wirts-RNA-Polymerase von einem 
25 Hybrid-trp-lac-Fusionspromotor. Die Zielgenexpression aus dem 

pETlld-Vektor beruht auf der Transkription von einem T7-gnl0-lac- 
Fusions-Promo tor, die von einer coexprimierten viralen RNA- 
Polymerase (T7 gnl) vermittelt wird. Diese virale Polymerase wird 
von den Wirtsstammen BL 21 (DE3) oder HMS174 (DE3) von einem re- 
30 sidenten X-Prophagen geliefert, der ein T7 gnl-Gen unter der 
Transkriptionskontrolle des lacUV 5-Promotors birgt. 

Eine Strategie zur Maximierung der Expression des rekombinanten 
Proteins ist die Expression des Proteins in einem Wirtsbakterium, 

35 dessen Fahigkeit zur proteolytischen Spaltung des rekombinanten 
Proteins gestdrt ist (Gottesman, S. Gene Expression Technology: 
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Kalifornien 
(1990) 119-128) . Eine weitere Strategie ist die Veranderung der 
Nukleinsauresequenz der in einen Express ionsvektor zu inserieren- 

40 den Nukleinsaure, so da£ die einzelnen Codons f\ir jede Aminosaure 
diejenigen sind, die vorzugsweise in einem zur Expression ausge- 
wahlten Bakterium, wie C. glutamicum, verwendet werden (Wada et 
al. (1992) Nucleic Acids Res. 20: 2111 - 2118). Diese Veranderung 
der erf indungsgemafcen Nukleinsauresequenzen erfolgt durch Stan- 

45 dard-DNA-Synthesetechniken. 
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Bei einer weiteren Ausfuhrungsform ist der G6PD-Proteinexpres- 
sionsvektor ein Hef e-Expressionsvektor . Beispiele fur Vektoren 
zur Expression in der Hefe £. cerevisiae umfassen pYepSecl 
(Baldari et al., (1987) Embo J. 6: 229-234), pMFa (Kurjan und 
5 Herskowitz (1982) Cell 30: 933-943), pJRY88 (Schultz et al. 
(1987) Gene 54: 113 - 123) sowie pYES2 (Invitrogen Corporation, 
San Diego, CA) . Vektoren und Verfahren zur Konstruktion von Vek- 
toren, die sich zur Verwendung in anderen Pilzen, wie filament6- 
sen Pilzen, eignen, umfassen diejenigen, die eingehend beschrie- 
10 ben sind in: van den Hondel, C. A.M.J. J . & Punt, P-J. (1991) "Gene 
transfer systems and vector development for filamentous fungi, 
in: Applied Molecular Genetics of fungi, J.F. Peberdy et al., 
Hrsg., S. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge. 

15 Alternativ k6nnen die erf indungsgemSfcen G6PD-Proteine in Insek- 
tenzellen unter Verwendung von Baculovirus-Expressionsvektoren 
exprimiert werden. Baculovirus -Vektoren, die zur Expression von 
Proteinen in gezuchteten Insektenzellen (bspw. Sf9-Zellen) ver- 
fiigbar sind, umfassen die pAc-Reihe (Smith et al., (1983) Mol. 

20 Cell Biol.. 3: 2156-2165) und die pVL-Reihe (Lucklow und Summers 
(1989) Virology 170: 31-39). 

In einer weiteren Ausfuhrungsform konnen die erf indungsgemS&en 
G6PD-Proteine in einzelligen Pf lanzenzellen (wie Algen) oder in 

25 Pf lanzenzellen hSherer Pflanzen (bspw. Spermatophyten, wie Feld- 
fruchte) exprimiert werden. Beispiele filr Pflanzen-Expressions- 
vektoren umfassen solche, die eingehend beschrieben sind in: 
Becker, D., Kemper, E. , Schell, J. und Master son, R. (1992) "New 
plant binary vectors with selectable markers located proximal to 

30 the left border", Plant Mol. Biol. 20: 1195-1197; und Bevan, M.W. 
(1984) "Binary Agrobacterium vectors for plant transformation", 
Nucl. Acids Res. 12: 8711-8721. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform wird eine erf indungsgemaSe 
35 Nukleins&ure in S&ugetierzellen mit einem SSugetier-Expressions- 
vektor exprimiert.. Beispiele far SSugetier-Expressionsvektoren 
umfassen pCDM8 (Seed, B. (1987) Nature 329:840) und pMT2PC (Kauf- 
man et al. (1987) EMBO J. 6: 187-195). Bei der Verwendung in S&u- 
getierzellen werden die Kontrollfunktionen des Expressionsvektors 
40 oft von viralen regulatorischen Elementen bereitgestellt . Gemein- 
hin verwendete Promotoren stammen bspw. aus Polyoma, Adenovirus2, 
Cytomegalievirus und Simian Virus 40. Far weitere geeignete Ex- 
pressionssysteme far prokaryotische und eukaryotische Zellen, 
siehe die Kapitel 16 und 17 aus Sambrook, J., Fritsch, E.F. und 
45 Maniatis, T. , Molecular cloning: A Laboratory Manual, 2. Auflage, 
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Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989. 

Bei einer weiteren Ausfuhrungsform kann der rekombinante S&uge- 
5 tier-Expressionsvektor die Expression der NukleinsSure vorzugs- 
weise in einem bestimmten Zelltyp bewirken (bspw. werden gewebe- 
spezifische regulatorische Elemente zur Expression der Nuklein- 
sSure verwendet) . Gewebespezif ische regulatorische Elemente sind 
im Fachgebiet bekannt. Nicht-einschr&ikende Beispiele fur geei- 

10 gnete gewebespezif ische Promotoren umfassen den Albuminpromotor 
(leberspezifisch; Pinkert et al. (1987) Genes Dev. 1: 268-277), 
lymphoid- spez if ische Promotoren (Calame und Eaton (1988) Adv. 
Immunol. 43: 235-275), insbesondere Promotoren von T-Zellrezepto- 
ren (Winoto und Baltimore (1989) EMBO J. 8: 729-733) und Immun- 

15 globulinen (Banerji et al. (1983) Cell 33: 729-740; Queen und 
Baltimore (1983) Cell 33: 741-748), neuronspez if ische Promotoren 
(bspw. Neurofilament-Promotor; Byrne und Ruddle (1989) PNAS 86: 
5473-5477), pankreasspezif ische Promotoren (Edlund et al., (1985) 
Science 230: 912-916) und milchdrusenspezif ische Promotoren 

20 (bspw. Milchserum-Proraotor; US-Patent Nr. 4 873 316 und europ&i- 
sche Patentanmeldungsver6ffentlichung Nr. 264 166). Entwicklungs- 
regulierte Promoren sind ebenfalls umfafit, bspw. die Maus-hox- 
Promotoren (Kessel und Gruss (1990) Science 249: 374-379) und der 
OC-Fetoprotein-Promotor (Campes und Tilghman (1989) Genes Dev. 3: 

25 537-546) . 

Die Erf indung stellt zudem einen rekombinanten Express ionsvektor 
bereit, umfassend ein erf indungsgem&Ses DNA MolekUl, das in Anti- 
sense-Richtung in den Expressionsvektor kloniert ist. Dies bedeu- 

30 tet, da£ das DNA-MolekUl derart mit einer regulatorischen Sequenz 
funktionsfahig verbunden ist, dafi die Expression (durch Trans - 
kription des DNA-.Molekiils) eines RNA-Molekais , das zur G6PD-mRNA 
antisense ist, mdglich ist. Es k6nnen regulatorische Sequenzen 
ausgewahlt werden, die funktionsfahig an eine in Antisense-Rich- 

35 tung klonierte NukleinsSure gebunden sind und die die kontinuier- 
liche Expression des Antisense-RNA-MolekUls in einer Vielzahl von 
Zelltypen steuern, bspw. kdnnen virale Promotoren und/oder Enhan- 
cer oder regulatorische Sequenzen ausgewahlt werden, die die kon- 
stitutive, gewebespezif ische oder zelltypspezif ische Expression 

40 von Antisense-RNA steuern. Der Antisense -Express ionsvektor kann 
in Form eines rekombinanten Plasmids, Phagemids oder attenuierten 
Virus vorliegen, in dem Antisense-NukleinsSuren unter der Kon- 
trolle eines hochwirksamen regulatorischen Bereichs produziert 
werden, dessen AktivitSt durch den Zelltyp bestimmt wird, in den 

45 der Vektor eingebracht wird. Fur eine Diskussion der Regulation 
der Genexpression mittels Antisense-Genen, siehe Weintraub, H. et 



WO 03/042389 



PCI7EP02/12556 



23 

al., Antisense-RNA as a molecular tool for genetic analysis, 
Reviews - Trends in Genetics, Bd. 1(1) 1986. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrif ft die Wirtszellen, in 
5 die ein erf indungsgema&er rekorabinanter Express ionsvektor einge- 
bracht worden ist. Die Begriffe "Wirtszelle" und "rekombinante 
Wirtszelle" werden hier untereinander austauschbar verwendet. Es 
ist selbstverstandlich, dafc diese Begriffe nicht nur eine be- 
st immte Zielzelle, sondern auch die Nachkommen oder potentiellen 
10 Nachkommen dieser Zelle betreffen. Da in auf einanderfolgenden 
Generationen aufgrund von Mutation oder Umwelteinf lussen be- 
st immte Modif ikationen auftreten kdnnen, sind diese Nachkommen 
nicht unbedingt mit der Parentalzelle identisch, sind jedoch im 
Umfang des Begriffs, wie er hier verwendet wird, noch umfafit. 

15 

Eine Wirtszelle kann eine prokaryotische oder eukaryotische Zelle 
sein. Bspw. kann ein G6PD-Protein in Bakterienzellen, wie C. glu~ 
tamicum, Insektenzellen, Hefe- oder Saugetierzellen (wie Ovarzel- 
len des chinesischen Hamsters (CHO) oder COS-Zellen) exprimiert 
20 werden. Andere geeignete Wirtszellen sind dem Fachmann gelSufig. 
Mikroorganismen, die mit Corynebacterium srlu tamicum verwandt sind 
und sich geeignet als Wirtszellen fur die erf indungsgem&fcen 
NukleinsSure- und Proteinmolekiile verwenden lassen, sind in Ta- 
belle 3 aufgefuhrt. 

25 

Durch herkommliche Transformations- oder Trans fektionsverfahr en 
lafit sich Vektor-DNA in prokaryotische oder eukaryotische Zellen 
einbringen. Die Begriffe "Transformation" und "Transf ektion" , wie 
sie hier verwendet werden, sollen eine Vielzahl von im Stand der 

30 Technik bekannten Verfahren zum Einbringen fremder Nukleins&ure 
(bspw. DNA) in eine Wirtszelle umfassen, einschliefclich Calcium- 
phosphat- oder Calciumchlorid-Coprazipitation, DEAE-Dextran-ver- 
mittelte Transf ektion, Lipof ektion oder Elektroporation. Geeig- 
nete Verfahren zur. Transformation oder Transfektion von Wirtszel- 

35 len lassen sich nachlesen in Sambrook et al. (Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual. 2. Aufl. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) und 
anderen Labor-Handbiichern. 

40 Fur die stabile Transfektion von saugetierzellen ist bekannt, da£ 
je nach verwendetem Express ionsvektor und verwendeter Transf ekti- 
onstechnik nur ein kleiner Teil der Zellen die fremde DNA in ihr 
Genom integriert. Zur Identif izierung und Selektion dieser Inte- 
granten wird gew6hnlich ein Gen, das einen selektierbaren Marker 

45 (z.B. Resistenz gegen Antibiotika) codiert, zusammen mit dem Gen 
von Interesse in die Wirtszellen eingebracht. Bevorzugte selek- 
tierbare Marker umfassen solche, die die Resistenz gegen Medika- 
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mente, wie G418, Hygromycin und Methotrexate verleihen. Eine 
Nukleinsaure, die einen selektierbaren Marker codiert, kann in 
eine Wirtszelle auf dem gleichen Vektor eingebracht werden, wie 
derjenige, der ein G6PD- Protein codiert, oder kann auf einem ge- 
5 sonderten Vektor eingebracht werden. Zellen, die mit der einge- 
brachten Nukleinsaure stabil transfiziert worden sind, k6nnen 
durch Medikamentenselektion identif iziert werden (z.B. Zellen, 
die den selektierbaren Marker integriert haben, iiberleben, wohin- 
gegen die anderen Zellen sterben) . 

10 

Zur Erzeugung eines homolog rekombinierten Mikroorganismus wird 
ein Vektor hergestellt, der zumindest einen Abschnitt eines G6PD- 
Gens enthalt, in den eine Deletion, Addition oder Substitution 
eingebracht worden ist, um das G6PD-Gen zu verandern, bspw. funk- 

15 tionell zu disrumpieren. Dieses G6PD-Gen ist vorzugsweise ein Co- 
rynebacterium gl ut ami cum-G 6 PD-Gen, jedoch kann ein Homologon von 
einem verwandten Bakterium oder sogar von einer Saugetier-, Hefe- 
oder Insektenquelle verwendet werden. Bei einer bevorzugten Aus- 
fuhrungsform ist der Vektor derart ausgestaltet, da£ das endogene 

20 G 6 PD-Gen bei homologer Rekombination funktionell disrumpiert ist 
(d.h. nicht langer ein fvinktionelles Protein codiert, ebenfalls 
bezeichnet als "Knockout "-Vektor) . Der Vektor kann alternativ 
derart ausgestaltet sein, dafc das endogene G6PD-Gen bei homologer 
Rekombination mutiert oder anderweitig verandert ist, jedoch noch 

25 das funktionelle Protein codiert (z.B. kann der stromaufwarts ge- 
legene regulatorische Bereich derart verandert sein, daS dadxirch 
die Expression des endogenen G6PD-Proteins verandert wird.). Der 
veranderte Abschnitt des G6PD-Gens ist im homologen Rekombinati- 
onsvektor an seinem 5'- \and 3'-Ende von zusatzlicher Nukleinsaure 

30 des G6PD-Gens flankiert, die eine homologe Rekombination zwischen 
dera exogenen G6PD— Gen, das von dem Vektor getragen wird, und 
einem endogenen G6PD-Gen in einem Mikroorganismus, ennbglicht. 
Die zusatzliche flankierende G6PD-Nukleinsa\ire ist filr eine er- 
folgreiche homologe Rekombination mit dem endogenen Gen hinrei- 

35 chend lang. Gewdhnlich enthalt der Vektor mehrere Kilobasen flan- 
kierende DNA (sowohl am 5'- als auch am 3'-Ende) (siehe z.B. 
Thomas, K.R. \md Capecchi, M.R. (1987) Cell 51: 503 filr eine 
Beschreibung von homologen Rekombinationsvektoren) . Der Vektor 
wird in einen Mikroorganismus (z.B. durch Elektroporation) einge- 

40 bracht, und Zellen,. in denen das eingebrachte G6PD-Gen mit dem 
endogenen G6PD-Gen homolog rekombiniert ist, werden unter Verwen- 
dung im Fachgebiet bekannter Verfahren selektiert. 

Bei einer anderen Ausftihrungsfonn kdnnen rekombinante Mikroorga- 
45 nismen produziert werden, die ausgewahlte Systeme enthalten, die 
eine regulierte Expression des eingebrachten Gens ermOglichen. 
Der Einschlufi eines G6PD-Gens in einem Vektor unter der Kontrolle 
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des Lac-Operons erm6glicht z.B. die Expression des G6PD-Gens nur 
in Gegenwart von IPTG. Diese regulatorischen Systeme sind im 
Fachgebiet bekannt. 

5 Eine erf indungsgemaSe Wirtszelle, wie eine prokaryotische oder 
eukaryotische Wirtszelle in Kultur, kann zur Produktion (d.h. Ex- 
pression) eines G6PD- Proteins verwendet werden. Die Erfindung 
stellt zudem Verfahren zur Produktion von G6PD-Proteinen unter 
Verwendung der erf indungsgemafcen Wirtszellen bereit. Bei einer 

10 Ausfuhrungsform umfafit das Verfahren die Anzucht der erfindungs- 
gemafcen Wirtszelle (in die ein rekombinanter Expressionsvektor, 
der ein G6PD- Protein codiert, eingebracht worden ist, oder in 
deren Genom ein Gen eingebracht worden ist, das ein Wildtyp- oder 
verandertes G6PD-Protein codiert) in einem geeigneten Medium, bis 

15 das G6PD-Protein produziert worden ist. Das Verfahren umfafct in 
einer weiteren Ausfuhrungsform das Isolieren der G6PD-Proteine 
aus dem Medium oder der Wirtszelle. 

C. ErfindungsgemaSe Verwendungen und Verfahren 

20 

Die hier beschriebenen Nukleinsauremolekttle , Proteine, Proteinho- 
mologa, Fusionsproteine, Primer, Vektoren und Wirtszellen konnen 
in einem oder mehreren nachstehenden Verfahren verwendet werden: 
Identifikation von C. glutamicum und verwandten Organismen, Kar- 

25 tierung von Genomen von Organismen, die mit C. glutamicum ver- 
wandt sind, Identifikation und Localisation von C. gl ut ami cum-Se- 
quenzen von Interesse, Evolutionsstudien, Bestimmung von G6PD- 
Proteinbereichen, die fur die Funktion notwendig sind, Modulation 
der Aktivitat eines G6PD-Proteins; Modulation der Aktivitat eines 

30 G6PD-Wegs; und Modulation der zellularen Produktion einer ge- 
wttnschten Verbindung, wie einer Feinchemikalie . Die erfindungs- 
gemafcen G6PD-Nukleinsauremolekttle haben eine Vielzahl von 
Verwendungen. Sie konnen zunachst zur Identifikation eines Orga- 
nismus als Corynebacterium glutamicum oder naher Verwandten davon 

35 verwendet werden. Sie k6nnen zudem zur Identifikation von C. glu- 
tamicum oder eines Verwandten davon in einer Mischpopulation von 
Mikroorganismen verwendet werden. Die Erfindung stellt die Nu- 
kleinsauresequenzen einer Reihe von C. glutamicum-Genen bereit. 
Durch Sondieren der extrahierten genomischen DNA einer Kultur 

40 einer einheitlichen oder gemischten Population von Mikroorganis- 
men unter stringenten Bedingungen mit einer Sonde, die einen Be- 
reich eines C. glut ami cum-Gens umfafct, das far diesen Organismus 
einzigartig ist, kann man bestimmen, ob dieser Organismus zugegen 
ist. Corynebacterium glutamicum selbst ist zwar nicht pathogen, 

45 jedoch ist es mit pathogenen Arten, wie Corynebacterium dipthe- 
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riae, verwandt. Der Nachweis eines solchen Organismus ist von 
signifikanter klinischer Bedeutung. 

Die erfindungsgemSSen NukleinsSure- und Proteinmolekttle konnen 
5 als Marker fiir spezifische Bereiche des Genoms dienen. Dies ist 
nicht nur beim Kartieren des Genoms, sondern auch far funktio- 
nelle Studien von C. glutamicum-Proteinen natzlich. Zur Identifi-' 
kation des Genombereichs , an den ein bestimmtes C. glutamicum- 
DNA-bindendes Protein bindet, kann das C. glutamicum-Genom bspw. 

10 gespalten werden, und die Fragmente mit dem DNA-bindenden Protein 
inkubiert werden. Diejenigen, die das Protein binden, konnen zu- 
satzlich mit den erf indungsgemSfcen Nukleins&uremolekaien, 
vorzugsweise mit leicht nachweisbaren Markierungen , sondiert wer- 
den; die Bindung eines solchen Nukleins&uremolektils an das Genom- 

15 fragment ermdglicht die Lokalisation des Fragmentes auf der 

genomischen Karte von C. glutamicum, und wenn dies mehrraals mit 
unterschiedlichen Enzymen durchgefOhrt wird, erleichtert es eine 
rasche Bestimmung der Nukleins&uresequenz, an die das Protein 
bindet. Die erf indungsgemafcen NukleinsSuremolekiile kdnnen zudem 

20 hinreichend homolog zu den Sequenzen verwandter Arten sein, so 
dafc diese NukleinsSuremolekule als Marker far die Konstruktion 
einer genomischen Karte in verwandt en Bakterien, wie BreviJbacte- 
rium lactofermentxm, dienen k6nnen. 

25 Die erfindungsgemafien G6PD-Nukleins&uremolekaie eignen sich eben- 
falls fOr Evolutions- und Proteinstrukturuntersuchungen. Das Zuk- 
keraufnahmesystem, an dem die erf indungsgemSSen Molekale betei- 
ligt sind, wird von vielen Bakterien ausgenutzt; durch Vergleich 
der Sequenzen der erf indungsgemclfien Nukleins&uremolekaie mit sol- 

30 chen, die Shnliche Enzyme aus anderen Organismen codieren, kann 
der Evolutions-Verwandschaftsgrad der Organismen bestimmt werden. 
Entsprechend ermSglicht ein solcher Vergleich die Bestimmung, 
welche Sequenzbereiche konserviert sind und welche nicht, was bei 
der Bestimmung solcher Bereiche des Proteins hilfreich sein kann, 

35 die far die Enzymfunktion essentiell sind. Dieser Typ der Bestim- 
mung ist fur Proteintechnologie-Untersuchungen wertvoll und kann 
einen Hinweis darauf geben, welches Protein Mutagenese tolerieren 
kann, ohne die Funktion zu verlieren. 

40 Die Manipulation der erf indungsgemSfcen G6PD-Nukleinsauremolekaie 
kann die Produktion von G6PD-Proteinen mit funktionellen Unter- 
schieden zu den Wildtyp-G6PD-Proteinen bewirken. Diese Proteine 
kfinnen hinsichtlich ihrer Ef fizienz oder Aktivit&t verbessert 
werden, ktonen in grSfierer Anzahl als gewShnlich in der Zelle zu- 

45 gegen sein, oder k6nnen hinsichtlich ihrer Ef fizienz oder 
Aktivitat geschwScht sein. 
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Die erf indungsgema&en G6PD-Molekule k6nnen derart modifiziert 
sein, dafi die Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der Produk- 
tion von einer oder mehreren Feinchemikalien verbessert ist. 
Durch derartige Modif ikation eines an der Glucoseaufnahme betei- 
5 ligten G6PD-Proteins, da& es optimale Aktivit&t aufweist, kann 
das AusmaS der Glucoseaufnahme oder die Geschwindigkeit, mit der 
die Glucose in die Zelle bef6rdert wird, vergrSSert werden. Der 
Abbau von Glucose und anderen Zuckern innerhalb der Zelle stellt 
die Energie bereit, die zum Antrieb energetisch ungiinstiger bio- 

10 chemischer Reaktionen, wie solchen, die an der Biosynthese von 
Feinchemikalien beteiligt sind, verwendet werden kann. Dieser 
Abbau stellt ebenfalls Zwischen- und Vorstuf enmolekule far die 
Biosynthese bestimmter Feinchemikalien, wie Aminos&uren, Vitamine 
und Cofactoren, bereit. Durch Erhohung der Menge an intrazelluia- 

15 ren energiereichen Kohl ens tof froolekulen durch Modif ikation der 
erfindungsgemafcen G6PD-Molekule kann man daher die Energie, die 
zur Durchfuhrung von Stof fwechselwegen, die zur Produktion von 
ein oder mehreren Feinchemikalien notwendig sind, verfUgbar ist, 
und auch die intrazellularen Pools von Metaboliten, die fur eine 

20 solche Produktion notwendig sind, vergrCfcern. Umgekehrt kann man 
durch Senken des Imports eines Zuckers, dessen Abbauprodukte eine 
Verbindung urafassen, die nur in Stof fwechselwegen verwendet wer- 
den, die mit Stof fwechselwegen zur Produktion einer gewiinschten 
Feinchemikalie urn Enzyme, Cofaktoren oder Zwischenprodukte kon- 

25 kurrieren, diesen Stof fwechselweg herunterregulieren und somit 
vielleicht die Produktion durch den gewiinschten Biosyntheseweg 
vergrSSern. 

Die erfindungsgemaSen G6PD-Molekule kSnnen an einem oder mehreren 

30 intrazellularen Signal transdukt ions wegen, die die Ausbeuten und/ 
oder Produktionsrate von einer oder mehreren Feinchemikalien aus 
C. glutamicum beeinf lussen, beteiligt sein. Bspw. werden Pro- 
teine, die fur den Import von einem oder mehreren Zuckern aus dem 
extrazelluiaren Medium notwendig sind, (z.B. HPr, Enzym 1 oder 

35 ein Baustein eines Enzym-II-Komplexes) bei Anwesenheit einer hin- 
reichenden Menge des Zuckers in der Zelle hSufig posttranslatio- 
nal modifiziert, so daS sie nicht langer zum Import dieses Zuk- 
kers befahigt sind. Ein Beispiel hierftir erfolgt in E. coli, wo 
hohe intrazelluiare Fructose-1, 6-bisphosphatspiegel die Phospho- 

40 rylierung von HPr an Serin-46 bewirken, woraufhin dieses Molekttl 
nicht langer am Transport eines Zuckers teilnehmen kann. Dieser 
intrazelluiare Zuckerspiegel , bei dem das Transport system abge- 
schaltet wird, kann zwar hinreichend sein, urn die normale Funk- 
tion der Zelle aufrechtzuerhalten, ist jedoch fur die Oberproduk- 

45 tion der gewiinschten Feinchemikalie einschrankend. Es ist daher 
wUnschenswert, die erf indungsgem&fcen G6PD-Proteine zu modif izie- 
ren, so dafc sie nicht langer fur eine solche negative Regulation 
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empfSnglich sind. Dadurch werden grdEere intrazellul&re Konzen- 
trationen von einem oder mehreren Zuckern, und durch Extension, 
eine ef fizientere Produktion oder groEere Ausbeuten von einer 
oder mehreren Feinchemikalien aus Organismen, die diese mutanten 
5 G6PD-Proteine enthalten, erzielt. 

Diese vorstehend genannte Liste von Mutagenesestrategien filr 
G6PD-Proteine, die erhfihte Ausbeuten einer gewtinschten Verbindung 
bewirken sollen, soil nicht einschr&nkend sein; Variationen die- 

10 ser Mutagenesestrategien sind dem Fachmann leicht ersichtlich. 
Durch diese Mechanismen k6nnen die erf indungsgemSSen Nuklein- 
saure- und Proteinmolekttle verwendet werden, urn C. glutamicvm 
oder verwandte BakterienstSmme, die mutierte G6PD-Nukleins&ure- 
und Proteinmolekule exprimieren, zu erzeugen, so dafc die Aus- 

15 beute, Produktion und/ oder Effizienz der Produktion einer ge- 
wiinschten Verbindung verbessert wird. Die gewUnschte Verbindung 
kann ein naturliches Produkt von C. glutamicvm sein, welches die 
Endprodukte der Biosynthesewege und Zwischenprodukte naturlich 
vorkommender metabolischer Wege sowie Molekule umfafct, die im 

20 Metabolismus von C. glutamicum nicht naturlich vorkommen, die 

jedoch von einem erf indungsgemafien C. glut ami cum-Stamm produziert 
werden . 

Diese Erf indung wird durch die nachstehenden Beispiele weiter 
25 veranschaulicht, die nicht als einschrSnkend aufgefafit werden 

sollen. Die Inhalte s&mtlicher, in dieser Patentanmeldung zitier- 
ter Literaturstellen, Patentanmeldungen, Patente und verdffent- 
lichter Patentanmeldungen sind hiermit durch Bezugnahme aufgenom- 
men. 

30 

Beispiele 

Beispiel 1: Preparation der gesamten genomischen DNA aus Coryne- 
bacterium glutamicvm ATCC13032 

35 

Eine Kultur von Corynebacterivm glutamicvm (ATCC 13032) wurde 
uber Nacht bei 30°C unter starkem Schutteln in BHI-Medium (Difco) 
geziichtet. Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet, der 
Uberstand wurde verworfen, und die Zellen wurden in 5ml Puffer I 

40 (5% des Ursprungsvolumens der Kultur - s&mtliche angegebenen 
Volumina sind fur 100 ml Kulturvolumen berechnet) resuspendiert . 
Die Zusammensetzung von Puffer X: 140,34 g/1 Saccharose, 2,46 g/1 
MgS0 4 • 7 H 2 0, 10 ml/1 KH 2 P0 4 -L6sung (100g/l, mit KOH eingestellt 
auf pH-Wert 6,7), 50 ml/1 M12-Konzentrat (10 g/1 (NH 4 ) 2 S0 4 , 1 g/1 

45 NaCl, 2 g/1 MgS0 4 • 7 H 2 0, 0,2 g/1 CaCl 2 , 0,5 g/1 Hefe-Extrakt 
(Difco), 10 ml/1 Spurenelemente-Mischung (200 mg/1 FeS0 4 • H 2 0, 
10 mg/1 ZnS0 4 • 7 H 2 0, 3 mg/1 MnCl 2 - 4 H 2 0, 30 mg/1 H3BO3, 20 mg/1 
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CoCl 2 • 6 H 2 0, 1 mg/1 NiCl 2 • 6 H 2 0, 3 mg/1 Na 2 Mo0 4 • 2 H 2 0, 500 mg/1 
Komplexbildner (EDTA oder Citronensaure) , 100 ml/1 Vitamingemisch 
(0,2 ml/1 Biotin, 0,2 mg/1 Folsaure, 20 mg/1 p-Aminobenzoesaure, 
20 mg/1 Riboflavin, 40 mg/1 Ca-Panthothenat , 140 mg/1 Nikotin- 
5 saure, 40 mg/1 Pyridoxolhydrochlorid, 200 mg/1 Myoinositol) . 

Lysozym wurde in einer Endkonzentration von 2,5 mg/ml zur Suspen- 
sion gegeben. Nach etwa 4 Std. Inkubation bei 37°C wurde die Zell- 
wand abgebaut, und die erhaltenen Protoplasteri wurden durch 
Zentrifugation geerntet. Das Pellet wurde einmal mit 5 ml Puffer 

10 I und einmal mit 5 ml TE-Puffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH- 
Wert 8) gewaschen. Das Pellet wurde in 4 ml TE-Puffer resuspen- 
diert, und 0,5 ml SDS-L6sung (10%) und 0,5 ml NaCl-L6sung (5 M) 
wurden zugegeben. Nach Zugabe von Proteinase K in einer End- 
konzentration von 200 «g/ml wurde die Suspension etwa 18 Std. bei 

15 37°C inkubiert. Die DNA wurde durch Extraktion mit Phenol, Phenol- 
Chloroform-Isoamylalkohol und Chlorof orm-Isoamylalkohol mittels 
Standard-Verfahren gereinigt. Dann wurde die DNA durch Zugabe von 
1/50 Volumen 3 M Natriumacetat und 2 Volumina Ethanol, anschlie- 
Eender Inkubation fur 30 min bei -20°C und 30 min Zentrifugation 
'20 bei 12000 U/min in einer Hochgeschwindigkeitszentrifuge mit einem 
SS34-Rotor (Sorvall) gef&llt. Die DNA wurde in 1 ml TE-Puffer ge- 
16st, der 20 «g/ml RNase A enthielt, und fur mindestens 3 Std. 
bei 4°C gegen 1000 ml TE-Puffer dialysiert. Wahrend dieser Zeit 
wurde der Puffer 3mal ausgetauscht . Zu Aliquots von 0,4 ml der 

25 dialysierten DNA-Ldsung wurden 0,4 ml 2 M LiCl und 0,8 ml Ethanol 
zugegeben. Nach 30 min Inkubation bei -20°C wurde die DNA durch 
Zentrifugation gesammelt (13000 U/min, Biofuge Fresco, Heraeus, 
Hanau, Deutschland) . Das DNA-Pellet wurde in TE-Puffer gelfcst. 
Durch dieses Verfahren hergestellte DNA konnte fur alle Zwecke 

30 verwendet werden, einschliefclich Southern-Blotting oder zur Kon- 
struktion genomischer Banken. 

Beispiel 2: Konstruktion genomischer CoryneJbacterium glutamicum 
(ATCC13032)-Banken in Escherichia coli 

35 

Ausgehend von DNA, hergestellt wie in Beispiel 1 beschrieben, 
wurden gemafc bekannter und gut eingeftihrter Verfahren (siehe 
bspw. Sambrook, J. et al. (1989) 'Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual". Cold Spring Harbor Laboratory Press oder Ausubel, F.M. 
40 et al. (1994) "Current Protocols in Molecular Biology*, John 
Wiley & Sons) Cosmid- und Plasmid-Banken hergestellt. 

Es lie£ sich jedes Plasmid oder Cosmid einsetzen. Besondere Ver- 
wendung fanden die Plasmide pBR322 (Sutcliffe, J.G. (1979) Proc. 
45 Natl Acad. Sci. USA, 75: 3737-3741); pACYC177 (Change & Cohen 
(1978) J. Bacteriol. 134: 1141-1156); Plasmide der pBS-Reihe 
(pBSSK+, pBSSK- und andere; Stratagene, LaJolla, USA) oder Cos- 
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mide, wie SuperCosl (Stratagene, LaJolla, USA) oder Lorist6 
(Gibson, T.J. Rosenthal, A. , und Water son, R.H. (1987) Gene 53: 
283-286. 



20 



25 



5 Beispiel 3 : DNA- Sequenzie rung und Computer- Funkt ions analyse 

Genomische Banken, wie in Beispiel 2 beschrieben, wurden zur DNA- 
Sequenzierung gemaE Standard-Verf ahren, insbesondere dem Ketten- 
abbruchverfahren mit ABI377-Sequenziermaschinen (s. z.B. 
10 Fleischman, R.D. et al. (1995) "Whole-genome Random Sequencing 
and Assembly of Haemophilus Influenzae Rd., Science 269; 496-512) 
verwendet. Die Sequenzierprimer mit den folgenden Nukleotidse- 
quenzen wurden verwendet: 5 ' -GGAAACAGTATGACCATG-3 ' oder 
5 ' -GTAAAACGACGGCCAGT-3 ' . 

15 

Beispiel 4: In-vivo-Mutagenese 

In vivo-Mutagenese von Corynebacterium glutamicum kann durchge- 
fuhrt werden, indem eine Plasmid- (oder andere Vektor-) DNA durch 
E. coli oder andere Mikroorganismen (z.B. Bacillus spp. oder 
Hefen, wie Saccharomyces cerevisiae) geleitet wird, die die Inte- 
gritat ihrer genetischen Information nicht aufrechterhalten kdn- 
nen. Ubliche Mutatorstamme weisen Mutationen in den Genen fur das 
DNA-Reparatursystem auf (z.B., mutHLS, mutD, mutT, usw. , zum Ver- 
gleich siehe Rupp, W.D. (1996) DNA repair mechanisms in 
Escherichia coli and Salmonella, S. 2277-2294, ASM: Washington). 
Diese Stamme sind dem Fachmann bekannt. Die Verwendung dieser 
Stamme ist bspw. in Greener, A. und Callahan, M. (1994) Strate- 
gies 7; 32-34 veranschaulicht . 

Beispiel 5: DNA-Transfer zwischen Escherichia coli und Corynebac- 
terium glutamicum 

35 Mehrere CoryneJbacterium- und BreviJbacterium-Arten enthalten endo- 
gene Plasmide (wie bspw. pHM1519 oder pBLl) die autonom replizie- 
ren (fur einen Oberblick siehe bspw. Martin, J.F. et al. (1987) 
Biotechnology 5: 137-146). Shuttle-Vektoren fur Escherichia coli 
und Corynebacterium glutamicum lassen sich leicht mittels Stan- 

40 dard-Vektoren fur E. coli konstruieren (Sambrook, J. et al., 
(1989), "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", Cold Spring 
Harbor Laboratory Press oder Ausubel, F.M. et al. (1994) "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons) , denen ein 
Replikationsursprung fur und ein geeigneter Marker aus Corynebac- 

45 terium glutamicum beigegeben wird. Solche Replikationsursprttnge 
werden vorzugsweise von endogenen Plasmiden entnommen, die aus 
Corynebacterium- und BreviJbactertium-Arten isoliert worden sind. 



30 



WO 03/042389 



PCT/EP02/12556 



31 

Besondere Verwendung als Trans format ionsmarker fur diese Arten 
sind Gene fur Kanamycin-Resistenz (wie solche, die vom Tn5- oder 
Tn-903-Transposon staitonen) oder fur Chloramphenicol (Winnacker, 
E.L. (1987) "From Genes to Clones - Introduction to Gene Techno- 
5 logy, VCH, Weinheim) . Es gibt zahlreiche Beispiele in der Lite- 
ratur zur Herstellung einer groSen Vielzahl von Shuttle-Vektoren, 
die in E. coli und C. glutamicum repliziert werden, und die fur 
verschiedene Zwecke verwendet werden konnen, einschliefilich Gen- 
liber express ion (siehe bspw. Yoshihama, M. et al. (1985) J. Bac- 
10 teriol. 162: 591-597, Martin, J.F. et al., (1987) Biotechnology, 
5: 137-146 und Eikmanns, B.J. et al. (1992) Gene 102: 93-98). 

Mittels Standard-Verfahren ist es moglich, ein Gen von Interesse 
in einen der vorstehend beschriebenen Shuttle-Vektoren zu klonie- 

15 ren und solche Hybrid-Vektoreii in Corynebacterium glutamicum- 
Stamme einzubringen. Die Transformation von C. glutamicum lafit 
sich durch Protoplastentrans formation (Kastsumata, R. et al., 
(1984) J. Bacterid. 159, 306-311), Elektroporation (Liebl, E. et 
al., (1989) FEMS Microbiol. Letters, 53: 399-303) und in Fallen, 

20 bei denen spezielle Vektoren verwendet werden, auch durch Konju- 
gation erzielen (wie z.B. beschrieben in Schafer, A., et (1990) 
J. Bacteriol. 172: 1663-1666). Es ist ebenfalls m8glich, die 
Shuttle-Vektoren fiir C. glutamicum auf E. coli zu iibertragen, in- 
dem Plasmid-DNA aus C. glutamicum (mittels im Fachgebiet bekann- 

25 ter Standard-Verfahren) prapariert wird und in E. coli transfor- 
miert wird. Dieser Transf ormationsschritt kann mit Standard-Ver- 
fahren erfolgen, jedoch wird vorteilhaf terweise ein Mcr-def izien- 
ter E. coli- Stamm verwendet, wie NM522 (Gough & Murray (1983) J. 
Mol. Biol. 166: 1-19). 

30 

Beispiel 6: Bestimmung der Expression des mutanten Proteins 

Die Beobachtungen der Aktivitat eines mutierten Proteins in einer 
trans formier ten Wirtszelle beruhen auf der Tatsache, daS das mu- 

35 tante Protein auf ahnliche Weise und in ahnlicher Menge expri- 
miert wird wie das Wildtyp-Protein. Ein geeignetes Verfahren zur 
Bestimmung der Transkriptionsmenge des mutanten Gens (ein Anzei- 
chen far die mRNA-Menge, die fiir die Translation des Genprodukts 
verfiigbar ist) ist die Durchfuhrung eines Northern-Blots (s. 

40 bspw. Ausubel et al., (1988) Current Protocols in Molecular Bio- 
logy, Wiley: New York), wobei ein Primer, der so ausgestaltet 
ist, daE er an das Gen von Interesse bindet, mit einer nachweis- 
baren (gewahnlich radioaktiven oder chemilumineszierenden) Mar- 
kierung versehen wird, so dafi - wenn die Gesamt-RNA einer Kultur 

45 des Organismus extrahiert, auf einem Gel aufgetrennt, auf eine 
stabile Matrix ubertragen und mit dieser Sonde inkubiert wird - 
die Bindung und die Quantitat der Bindung der Sonde das Vorliegen 
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und auch die Menge von mRNA far dieses Gen anzeigt. Diese Infor- 
mation ist ein Nachweis fur das Ausmafc der Transkription des mu- 
tanten Gens. Gesamt-Zell-RNA lSfit sich durch verschiedene Verfah- 
ren aus Corynebacterium glutamicvm isolieren, die im Fachgebiet 
5 bekannt sind, wie beschrieben in Bormann, E.R. et al., (1992) 
Mol. Microbiol. 6: 317-326. 

Zur Bestimmung des Vorliegens Oder der relativen Menge von Pro- 
tein, das aus dieser mRNA translatiert wird, konnen Standard- 

10 Techniken, wie Western-Blot, eingesetzt werden (s. bspw. Ausubel 
et al. (1988) "Current Protocols in Molecular Biology", Wiley, 
New York) . Bei diesem Verfahren werden Gesamt-Zellproteine extra - 
hiert, durch Gelelektrophorese getrennt, auf eine Matrix, wie 
Nitrocellulose, ubertragen und mit einer Sonde, wie einem Anti- 

15 korper, inkubiert, die an das gewunschte Protein spezifisch bin- 
det. Diese Sonde ist gew6hnlich mit einer cherailumineszierenden 
oder kolorimetrischen Markierung versehen, die sich leicht nach- 
weisen l&fct. Das Vorliegen und die beobachtete Menge an Markie- 
rung zeigt das Vorliegen und die Menge des gesuchten Mutant enpro- 

20 teins in der Zelle an. 

Beispiel 7: Wachstum von genetisch ver&ndertem Corynebacterium 
glutamicum - Medien und Anzuchtbedingungen 

25 Genetisch ver&nderte Corynebakterien werden in synthetischen oder 
natttrlichen Wachstumsmedien gezttchtet. Eine Anzahl unterschiedli- 
cher Wachstumsmedien fur Corynebakterian sind bekannt und leicht 
erhSltlich (Lieb et al. (1989) Appl. Microbiol. Biotechnol. 32: 
205-210; von der Osten et al . (1998) Biotechnology Letters 11: 

30 11-16; Patent DE 4 120 867; Liebl (1992) "The Genus Corynebacter- 
ium*, in: The Procaryotes, Bd. II, Balows, A., et al., Hrsg. 
Springer-Verlag) . Diese Medien bestehen aus einer oder mehreren 
Kohlenstoffquellen, Stickstof fquellen, anorganischen Salzen, 
Vitaminen und Spurenelementen . Bevorzugte Kohlenstoffquellen sind 

35 Zucker, wie Mono-, Di- oder Polysaccharide. Sehr gute Kohlen- 
stoffquellen sind bspw. Glucose, Fructose, Mannose, Galactose, 
Ribose, Sorbose, Ribulose, Lactose, Maltose, Saccharose, Raffi- 
nose, Starke oder Cellulose. Man kann Zucker auch ttber komplexe 
Verbindungen, wie Melassen, oder andere Nebenprodukte aus der 

40 Zucker-Raf finierung zu den Medien geben. Es kann auch vorteilhaft 
sein, Gemische verschiedener Kohlenstoffquellen zuzugeben. Andere 
m6gliche Kohlenstoffquellen sind Alkohole und organische SSuren, 
wie Methanol, Ethanol, Essigs&ure oder Milchs&ure. Stickstof f- 
quellen sind gewdhnlich organische oder anorganische Stickstof f- 

45 verbindungen oder Materialien, die diese Verbindungen enthalten. 
Beispielhafte Stickstof fquellen umfassen Ammoniak-Gas oder 
Ammoniumsalze, wie NH4CI oder (NH4>2S04, NH4OH, Nitrate, Ham- 
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stoff , Aminosauren oder komplexe Stickstof fquellen, wie Mais- 
quellwasser, Sojamehl, Sojaprotein, Hef eextrakte, Fleischextrakte 
und andere. 

5 Anorganische Salzverbindungen, die in den Medien enthalten sein 
k6nnen, umfassen die Chlorid-, Phosphor-, oder Sulfatsalze von 
Calcium, Magnesium, Natrium, Kobalt, Molybdan, Kalium, Mangan, 
Zink, Kupfer und Eisen. Chelatbildner k6nnen zum Medium gegeben 
werden, urn die Metallionen in L6sung zu halten. Besonders ge- 

10 eignete Chelatbildner umfassen Dihydroxyphenole , wie Catechol 
oder Protocatechuat oder organische Sauren, wie Citronensaure. 
Die Medien enthalten Oblicherweise auch andere Wachs turns fakt or en, 
wie Vitamine oder Wachs turns fdrderer, zu denen bspw. Biotin, Ribo- 
flavin, Thiamin, Folsaure, Nikotinsaure , Panthothenat und Pyrid- 

15 oxin gehSren. Wachs turns faktor en und Salze stammen haufig von kom- 
plexen Medienkomponenten, wie Hefeextrakt, Melassen, Maisquell- 
wasser und dergleichen. Die genaue Zusammensetzung der Medienver- 
bindungen hangt stark vom jeweiligen Experiment ab und wird fiir 
jeden Fall individuell entschieden. Information tiber die Medien- 

20 optimierung ist erhaltlich aus dem Lehrbuch "Applied Microbiol. 
Physiology, A Practical Approach" (Hrsg. P.M. Rhodes, P.F. Stan- 
bury, IRL Press (1997) S. 53-73, ISBN 0 19 963577 3). Wachstums- 
medien lassen sich auch von kommerziellen Anbietern beziehen, wie 
Standard 1 (Merck) oder BHI (Brain heart infusion, DIFCO) und 

25 dergleichen. 

Samtliche Medienkomponenten sind sterilisiert , entweder durch 
Hitze (20 min bei 1,5 bar und 121°C) oder durch Sterilf iltration. 
Die Komponenten kdnnen entweder zusammen oder nStigenfalls ge- 
30 trennt sterilisiert werden. Samtliche Medienkomponenten k6nnen zu 
Beginn der Anzucht zugegen sein oder wahlfrei kontinuierlich oder 
chargenweise hinzugegeben werden. 

Die Anzuchtbedingungen werden fur jedes Experiment gesondert 
35 definiert. Die Tempera tur sollte zwischen 15 °C und 45 °C liegen und 
kann wahrend des Experimentes konstant gehalten oder verandert 
werden. Der pH-Wert des Mediums sollte im Bereich von 5 bis 8,5, 
vorzugsweise urn 7,0 liegen, und kann durch Zugabe von Puffern zu 
den Medien aufrechterhalten werden. Ein beispielhaf ter Puffer fur 
40 diesen Zweck ist ein Kaliumphosphatpuf f er. Synthetische Puffer, 
wie MOPS, HEPES; ACES usw. , k6nnen alternativ oder gleichzeitig 
verwendet werden. Der Anzucht-pH-Wert lafct sich wahrend der An- 
zucht auch durch Zugabe von NaOH oder NH4OH konstant halten. Wer- 
den komplexe Medienkomponenten, wie Hefe-Extrakt verwendet, sinkt 
45 der Bedarf an zusatzlichen Puffern, da viele komplexe Verbin- 
dungen eine hohe Puf ferkapazitat aufweisen. Beim Einsatz eines 
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Fermenters fUr die Anzucht von Mikroorganismen kann der pH-Wert 
auch mit gasfdrmigem Ammoniak reguliert werden. 

Die Inkubationsdauer liegt gewohnlich in einem Bereich von mehre- 
5 ren Stunden bis zu mehreren Tagen. Diese Zeit wird so ausgewahlt, 
daS sich die maximale Menge Produkt in der Brtthe ansammelt. Die 
offenbarten Wachs turns experimente konnen in einer Vielzahl von Be-' 
haltern, wie Mikrotiterplatten, Glasr6hrchen, Glaskolben oder 
Glas- oder Metallf ermentern unterschiedlicher Grofien durchgefiihrt 

10 werden. Zum Screening einer grofcen Anzahl von Klonen sollten die 
Mikroorganismen in Mikrotiterplatten, Glasrohrchen oder Schttttel- 
kolben entweder mit oder ohne Schikanen geziichtet werden. 
Vorzugsweise werden 100-ml-Schiittelkolben verwendet, die mit 10% 
(bezogen auf das Volumen) des erforderlichen Wachstumsmediums ge- 

15 fiillt sind. Die Kolben sollten auf einem Kreiselschttttler (Ampli- 
tude 25 mm) mit einer Geschwindigkeit im Bereich von 100-300 U/ 
min geschattelt werden. Verdampfungsverluste konnen durch Auf- 
rechterhalten einer feuchten Atmosphare ver ringer t werden; alter- 
nativ sollte fur die Verdampfungsverluste eine mathematische Kor- 

20 rektur durchgefiihrt werden. 

Werden genetisch modifizierte Klone untersucht, sollten auch ein 
unmodifizierter Kontrollklon oder ein Kontrollklon getestet wer- 
den, der das Basisplasmid ohne Insertion en thai t. Das Medium wird 

25 auf eine OD 60 o von 0,5 - 1,5 angeimpft, wobei Zellen verwendet 
werden, die auf Agarplatten gezttchtet wurden, wie CM-Platten 
(10 g/1 Glucose, 2,5 g/1 NaCl, 2 g/1 Harnstoff, 10 g/1 Polypep- 
ton, 5 g/1 Hefeextrakt, 5 g/1 Fleischextrakt, 22 g/1 Agar pH-Wert 
6,8 mit 2 M NaOH) , die bei 30°C inkubiert worden sind. Das 

30 Animpfen der Medien erfolgt entweder durch Einbringen einer Koch- 
salzlosung von C. glutamicu/n-Zellen von CM-Platten oder durch Zu- 
gabe einer fltissigen Vorkultur dieses Bakteriums. 

Beispiel 8: In-vitro-Analyse der Funktion mutanter Proteine 

35 

Die Bestimmung der Aktivitaten und kinetischen Parameter von 
Enzymen ist im Fachgebiet gut bekannt . Experimente zur Bestimmung 
der Aktivitat eines bestimmten veranderten Enzyms mtissen an die 
spezifische Aktivitat des Wildtypenzyms angepafit werden, was in- 

40 nerhalb der Fahigkeiten des Fachmann liegt. tteerblicke ttber En- 
zyme im Allgemeinen sowie spezifische Einzelheiten, die die 
Struktur, Kinetiken, Prinzipien, Verfahren, Anwendungen und Bei- 
spiele zur Bestimmiing vieler Enzymaktivitaten betreffen, k6nnen 
bspw. in den nachstehenden Literaturstellen gefunden werden; 

45 Dixon, M. , und Webb, E.C: (1979) Enzymes, Longmans, London; 

Fersht (1985) Enzyme Structure and Mechanism, Freeman, New York; 
Walsh (1979) Enzymatic Reaction Mechanisms. Freeman, San Fran- 
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cisco; Price, N.C., Stevens, L. (1982) Fundamentals of Enzymol- 
ogy. Oxford Univ. Press: Oxford; Boyer, P.D: Hrsg. (1983) The En- 
zymes, 3. Aufl. Academic Press, New York; Bisswanger, H. (1994) 
Enzymkinetik, 2. Aufl. VCH, Weinheim (ISBN 3527300325); Berg- 
5 meyer, H.U., Bergmeyer, J., Grafcl, M. Hrsg. (1983-1986) Methods 
of Enzymatic Analysis, 3. Aufl. Bd. I -XII, Verlag Chemie: 
Weinheim; und Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry 
(1987) Bd. A9, "Enzymes", VCH, Weinheim, S. 352-363. 

10 Die Aktivitat von Proteinen, die an DNA binden, kann durch viele 
gut eingefuhrte Verfahren gemessen werden, wie DNA-Banden-Shif t- 
Assays (die auch als Gelretardations-Assays bezeichnet werden) . 
Die Wirkung dieser Proteine auf die Expression anderer Molekiile 
kann mit Reportergenassays (wie beschrieben in Kolmar, H. et al., 

15 (1995) EMBO J. 14: 3895-3904 und den darin zitierten Literatur- 
stellen) gemessen werden. Reportergen-Testsysteme sind wohl- 
bekannt und fur Anwendungen in pro- und eukaryotischen Zellen 
etabliert, wobei Enzyme, wie beta-Galactosidase, Grun-Fluores- 
zenz-Protein und mehrere andere verwendet werden. 

20 

Die Bestimmung der Aktivitat von Membran-Transportproteinen kann 
gemaS den Techniken, wie beschrieben in Gennis, R.B. (1989) "Po- 
res, Channels and Transporters", in Biomembranes , Molecular 
Structure and Function, Springer: Heidelberg, S. 85-137; 199-234; 
25 und 270-322, erfolgen. 

Beispiel 9: Analyse des Einflusses von mutiertem Protein auf die 
Produktion des gewiinschten Produktes 

30 Die Wirkung der genetischen Modifikation in C. glutamicum auf die 
Produktion einer gewunschten Verbindung (wie einer Aminosaure) 
kann bestimmt werden, indem die modif izierten Mikr oorgani smen 
unter geeigneten Bedingungen (wie solchen, die vorstehend be- 
schrieben sind) gezuchtet werden und das Medium und/oder die zel- 

35 lularen Komponenten auf die erhohte Produktion des gewunschten 
Produktes (d.h. einer Aminosaure) unter sucht wird. Solche Ana- 
lysetechniken sind dem Fachmann wohlbekannt und umfassen Spektro- 
skopie, Dunns chicht chromatographies Farbeverf ahren verschiedener 
Art, enzymatische und mikrobiologische Verfahren sowie analyti- 

*° sche Chromatographic , wie Hochleistungs-Flussigkeitschromatogra- 
phie (s. bspw. Ullman, Encyclopedia of Industrial Chemistry, Bd. 
A2, S. 89-90 und S. 443-613, VCH: Weinheim (1985); Fallon, A., 
et al., (1987) "Applications of HPLC in Biochemistry" in: Labora- 
tory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Bd. 17; 

45 Rehm et al. (1993) Biotechnology, Bd. 3, Kapitel III: "Product 
recovery and purification", S. 469-714, VCH: Weinheim; Belter, 
P. A. et al. (1988) Bioseparations : downstream processing for Bio- 
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technology, John Wiley and Sons; Kennedy, J.F. und Cabral, J. M.S. 
(1992) Recovery processes for biological Materials, John Wiley 
and Sons; Shaeiwitz, J. A. und Henry, J.D. (1988) Biochemical 
Separations, in Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, 
5 Bd. B3; Kapitel 11, S. 1-27, VCH: Weinheim; und Dechow, F.J. 
(1989) Separation and purification techniques in biotechnology, 
Noyes Publications). 

Zus&tzlich zur Messung des Fermentationsendproduktes ist es eben- 
10 falls moglich, andere komponenten der Stof fwechselwege zu analy- 
sieren, die zur Produktion der gewunschten Verbindung verwendet 
werden, wie Zwischen- und Nebenprodukte , urn die Ge samt- Produkt i- 
vitat des Organismus, die Ausbeute und/oder die Effizienz der 
Produktion der Verbindung zu bestimmen. Die Analyseverf ahren urn- 
15 fassen Messungen der N&hrstof fmengen im Medium (bspw. Zucker, 
Kohlenwasserstoffe, Sticks toff quellen, Phosphat und andere 
Ionen) , Messungen der Biomassezusammensetzung und des Wachstums, 
Analyse der Produktion gewdhnlicher Metabolite aus Biosynthese- 
wegen und Messungen von Gasen, die w&hrend der Fermentation er- 
20 zeugt werden. Standardverf ahren ftir diese Messungen sind in 

Applied Microbial Physiology; A Practical Approach, P.M. Rhodes 
und P.F. Stanbury, Hrsg. IRL Press, S. 103-129; 131-163 und 
165-192 (ISBN: 0199635773) und den darin angegebenen Literatur- 
stellen beschrieben. 

25 

Beispiel 10: Reinigung des gewunschten Produktes aus C. grlutami- 
cum-Kultur 

Die Gewinhung des gewunschten Produktes aus C. glutamicum-Zellen 
30 oder aus dem Oberstand der vorstehend beschriebenen Kultur kann 
durch verschiedene, im Fachgebiet bekannte Verf ahren erfolgen. 
Wird das gewunschte Produkt von den Zellen nicht sezerniert/ k6n- 
nen die Zellen aus der Kultur durch langsame Zentrifugation ge- 
erntet werden, die Zellen k6nnen durch Standard-Techniken, wie 
35 mechanische Kraft oder Ultrabeschallung, lysiert werden. Die 
Zelltrtimmer werden durch Zentrifugation entfernt, und die Ober- 
standsfraktion, die die lfislichen Proteine enthait, wird zur wei- 
teren Reinigung der gewunschten Verbindung erhalten. Wird das 
Produkt von den C. grlutamicum-Zellen sezerniert, werden die Zel- 
40 len durch langsame Zentrifugation aus der Kultur entfernt, und 
die Uberstandsfraktion wird zur weiteren Reinigung behalten. 

Die Oberstandsfraktion aus beiden Reinigungsverf ahren wird einer 
Chromatographie mit einem geeigneten Harz unterworfen, wobei das 
45 gewunschte Molekul entweder auf dem Chromatographieharz zurUckge- 
halten wird, viele Verunreinigungen in der Probe jedoch nicht, 
oder wobei die Verunreinigungen auf dem Harz zurtickbleiben, die 



WO 03/042389 



PO7EP02/12556 



37 

Probe hingegen nicht. Diese Chromatographieschritte konnen noti- 
genfalls wiederholt werden, wobei die gleichen oder andere Chro- 
matographieharze verwendet werden. Der Fachmann ist in der Aus- 
wahl der geeigneten Chromatographieharze und der wirksamsten An- 
5 wendung far ein bestimmtes, zu reinigendes Molekai bewandert. Das 
gereinigte Produkt kann durch Filtration oder Ultrafiltration 
konzentriert und bei einer Temperatur aufbewahrt werden, bei der 
die Stabilit&t des Produktes maximal ist. 

10 Im Fachgebiet sind viele. Reinigungsverf ahren bekannt, die nicht 
auf das vorhergehende Reinigungsverf ahren eingeschrankt sind. 
Diese sind bspw. beschrieben in Bailey, J.E. & Ollis, D.F. 
Biochemical Engineering Fundamentals, McGraw-Hill: New York 
(1986) . 

15 

Die Identitat und Reinheit der isolierten Verbindungen kann durch 
Standard-Techniken des Fachgebiets bestimmt werden. Diese umfas- 
sen Hochleistungs-Flussigkeitschroniatographie (HPLC) , spektrosko- 
pische Verf ahren, F&rbeverf ahren, Diinnschichtchromatographie, 

20 NIRS, Enzymtest oder mikrobiologische Tests. Diese Analysever- 
f ahren sind zusammengef aSt in: Patek et al. (1994) Appl. Environ. 
Microbiol. 60: 133-140; Malakhova et al. (1996) Biotekhnologiya 
11: 27-32; und Schmidt et al. (1998) Bioprocess Engineer. 19: 
67-70. Ulmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry (1996) Bd. 

25 A27, VCH: Weinheim, S. 89-90, S. 521-540, S. 540-547, S. 559-566, 
575-581 und S. 581-587; Michal, G (1999) Biochemical Pathways: An 
Atlas of Biochemistry and Molecular Biology, John Wiley and Sons; 
Fallon, A. et al. (1987) Applications of HPLC in Biochemistry in: 
Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, 

30 Bd. 17. 

Aquivalente 

Der Fachmann erkennt oder kann - indem er lediglich Routinever- 
35 fahren verwendet - viele Aquivalente der erf indungsgemSfcen spezi- 
fischen Ausfuhrungsf ormen feststellen. Diese Aquivalente sollen 
von den nachstehenden Patentanspruchen umfa&t sein. 

Die Angaben in Tabelle 1 sind folgendermassen zu verstehen: 

40 

In Spalte 1"DNA-ID* bezieht sich die jeweilige Zahl auf die SEQ 
ID NO des anhangenden Sequenzprotokolls . Eine "5* in der Spalte 
"DNA-ID* bedeutet demzufolge ein Verweis auf SEQ ID NO: 5. 



45 
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In Spalte 2"AS-ID" bezieht sich die jeweilige Zahl auf die SEQ ID 
NO des anhangenden Sequenzprotokolls . Eine "6" in der Spalte 
"AS-ID" bedeutet demzufolge ein Verweis auf SEQ ID NO: 6. 

5 In Spalte 3 a Identif ikation" wird eine eindeutige interne Bezeich- 
nung fur jede Sequenz aufgefuhrt. 

In Spalte 4 "AS-POS" bezieht sich die jeweilige Zahl auf die Ami- 
nos aurepos it ion der Polypeptidsequenz "AS-ID" in der gleichen 
10 Zeile. Eine "26" in der Spalte "AS-POS" bedeutet demzufolge die 
Aminosaureposition 26 der entsprechend angegebenen Polypeptid- 
sequenz. Die Zahlung der Position beginnt N-Terminal bei +1. 

In Spalte 5 "AS-Wildtyp" bezeichnet der jeweilige Buchstabe die 
15 Aminosaure - dargestellt im Ein-Buchstaben-Code- an der in Spalte 
4 angegebenen Position beim entsprechenden Wildtyp-Stamm. 

In Spalte 6 "AS-Mutante" bezeichnet der jeweilige Buchstabe die 
Aminosaure - dargestellt im Ein-Buchstaben-Code- an der in Spalte 
20 4 angegebenen Position beim entsprechenden Mutanten-Stamm. 

In Spalte 7"Funktion" wird die physiologische Funktion der ent- 
sprechenden Polypeptidsequenz aufgefuhrt. 

25 Ein-Buchstaben-Code der proteinogenen Aminosauren: 





A 


Alan in 




C 


Cyst ein 




D 


Aspartat 


30 


E 


Glutamat 




F 


Phenylalanin 




G 


Glycin 




H 


His 




I 


Isoleucin 


35 


K 


Lysin 




L 


Leucin 




M 


Methionin 




N 


Asparagin 




P 


Prolin 


40 


Q 


Glutamin 




R 


Arginin 




S 


Serin 




T 


Threonin 




V 


Valin 


45 


W 


Tryptophan 




y 


Tyros in 
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Patentansprtiche 

5 1. Isoliertes Nukleinsauremolekul codierend fur ein Polypeptid 
mit der jeweils in Tabellel/Spalte2 in Bezug genommenen 
Aminosauresequenz wobei das Nukleinsauremolekiil in der in Ta- 
bellel/Spalte4 angegebenenen Amino saurepos it ion eine andere 
proteinogene Aminosaure codiert als die jeweilige in Ta- 
10 bellel/Spalte5 in der gleichen Zeile angegebene Aminosaure. 

2. Isoliertes Nukleinsauremolekiil nach Anspruch 1, wobei das Nu- 
kleinsauremoiektil in der in Tabellel/Spalte4 angegebenenen 
AminosSureposition die in Tabellel/Spalte6 in der gleichen 

15 Zeile angegebene AminosSure codiert. 

3. Ein Vektor, der wenigstens eine Nukleinsauresequenz nach An- 
spruch 1 en thai t. 

20 4. Eine Wirtszelle, die mit wenigstens einem Vektor nach An- 
spruch 3 transfiziert ist. 

5. Eine Wirtszelle nach Anspruch 4, wobei die Expression des be- 
sagten Nukleinsauremolekiils zur Modulation der Produktion 

25 einer Feinchemikalie aus besagter Zeile fiihrt. 

6. Verfahren zur Herstellung einer Feinchemikalie welches die 
Kultivierung einer Zeile beinhaltet, die mit wenigstens einen 
Vektor nach Anspruch 3 transfiziert worden ist, so dass die 

30 Feinchemikalie produziert wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafc die 
Feinchemikalie eine Aminosaure ist. 

35 8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Aminosaure Lysin ist. 
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1 

SEQUENCE LISTING 

<110> BASF Aktiengesellschaft 

<120> Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase 

<130> 020050/53030 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentln Ver. 2.0 

<210> 1 
<211> 1672 
<212> DNA 

<213> Corynebacterium glut ami cum 
<220> 

<221> 5'UTR 
<222> (1)..(100) 

<220> 
<221> CDS 

<222> (101) (1645) 
<220> 

<221> 3'uTR 

<222> (1646) . .(1672) 

<400> 1 

agcacgctgc atcagtaacg gcgacatgaa atcgaattag ttcgatctta tgtggccgtt 60 

acacatcttt cattaaagaa aggatcgtga cactaccatc gtg age aca aac acg 115 

Val Ser Thr Asn Thr 
1 5 

acc ccc tec age tgg aca aac cca ctg cgc gac ccg cag gat aaa cga 163 
Thr Pro Ser Ser Trp Thr Asn Pro Leu Arg Asp Pro Gin Asp Lys Arg 
10 15 20 

etc ccc cgc ate get ggc cct tec ggc atg gtg ate ttc ggt gtc act 211 
Leu Pro Arg He Ala Gly Pro Ser Gly Met Val He Phe Gly Val Thr 
25 30 35 

ggc gac ttg get cga aag aag ctg etc ccc gec att tat gat eta gca 259 
Gly Asp Leu Ala Arg Lys Lys Leu Leu Pro Ala He Tyr Asp Leu Ala 
40 45 50 

aac cgc gga ttg ctg ccc cca gga ttc teg ttg gta ggt tac ggc cgc 307 
Asn Arg Gly Leu Leu Pro Pro Gly Phe Ser Leu Val Gly Tyr Gly Arg 
55 60 65 

cgc gaa tgg tec aaa gaa gac ttt gaa aaa tac gta cgc gat gee gca 355 
Arg Glu Trp Ser Lys Glu Asp Phe Glu Lys Tyr Val Arg Asp Ala Ala 
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2 

70 75 80 85 

agt get ggt get cgt acg gaa ttc cgt gaa aat gtt tgg gag cgc etc 403 
Ser Ala Gly Ala Arg Thr Glu Phe Arg Glu Asn Val Trp Glu Arg Leu 
90 95 100 

gee gag ggt atg gaa ttt gtt cgc ggc aac ttt gat gat gat gca get 451 
Ala Glu Gly Met Glu Phe Val Arg Gly Asn Phe Asp Asp Asp Ala Ala 
105 110 115 

ttc gac aac etc get gca aca etc aag cgc ate gac aaa ace cgc ggc 499 
Phe Asp Asn Leu Ala Ala Thr Leu Lys Arg He Asp Lys Thr Arg Gly 
120 125 130 

ace gee ggc aac tgg get tac tac ctg tec att cca cca gat tec ttc 547 
Thr Ala Gly Asn Trp Ala Tyr Tyr Leu Ser He Pro Pro Asp Ser Phe 
135 140 145 

aca gcg gtc tgc cac cag ctg gag cgt tec ggc atg get gaa tec ace 595 
Thr Ala Val Cys His Gin Leu Glu Arg Ser Gly Met Ala Glu Ser Thr 
150 155 160 165 

gaa gaa gca tgg cgc cgc gtg ate ate gag aag cct ttc ggc cac aac 643 
Glu Glu Ala Trp Arg Arg Val He He Glu Lys Pro Phe Gly His Asn 
170 175 180 

etc gaa tec gca cac gag etc aac cag ctg gtc aac gca gtc ttc cca 691 
Leu Glu Ser Ala His Glu Leu Asn Gin Leu Val Asn Ala Val Phe Pro 
185 190 195 

gaa tct tct gtg ttc cgc ate gac cac tat ttg ggc aag gaa aca gtt 739 
Glu Ser Ser Val Phe Arg He Asp His Tyr Leu Gly Lys Glu Thr Val 
200 205 210 

caa aac ate ctg get ctg cgt ttt get aac cag ctg ttt gag cca ctg 787 
Gin Asn He Leu Ala Leu Arg Phe Ala Asn Gin Leu Phe Glu Pro Leu 
215 220 225 

tgg aac tec aac tac gtt gac cac gtc cag ate acc atg get gaa gat 835 
Trp Asn Ser Asn Tyr Val Asp His Val Gin He Thr Met Ala Glu Asp 
230 235 240 245 

att ggc ttg ggt gga cgt get ggt tac tac gac ggc ate ggc gca gee 883 
He Gly Leu Gly Gly Arg Ala Gly Tyr Tyr Asp Gly He Gly Ala Ala 
250 255 260 

cgc gac gtc ate cag aac cac ctg ate cag etc ttg get ctg gtt gee 931 
Arg Asp Val He Gin Asn His Leu He Gin Leu Leu Ala Leu Val Ala 
265 270 275 

atg gaa gaa cca att tct ttc gtg cca gcg cag ctg cag gca gaa aag 979 
Met Glu Glu Pro He Ser Phe Val Pro Ala Gin Leu Gin Ala Glu Lys 
280 285 290 



ate aag gtg etc tct gcg aca aag ccg tgc tac cca ttg gat aaa acc 
He Lys Val Leu Ser Ala Thr Lys Pro Cys Tyr Pro Leu Asp Lys Thr 
295 300 305 
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tec get cgt ggt cag tac get gee ggt tgg cag ggc tct gag tta gtc 1075 
Ser Ala Arg Gly Gin Tyr Ala Ala Gly Trp Gin Gly Ser Glu Leu Val 
310 315 320 325 

aag gga ctt cgc gaa gaa gat ggc ttc aac cct gag tec ace act gag 1123 
Lys Gly Leu Arg Glu Glu Asp Gly Phe Asn Pro Glu Ser Thr Thr Glu 
330 335 340 

act ttt gcg get tgt ace tta gag ate acg tct cgt cgc tgg get ggt 1171 
Thr Phe Ala Ala Cys Thr Leu Glu lie Thr Ser Arg Arg Trp Ala Gly 
345 350 355 

gtg ccg ttc tac ctg cgc acc ggt aag cgt ctt ggt cgc cgt gtt act 1219 
Val Pro Phe Tyr Leu Arg Thr Gly Lys Arg Leu Gly Arg Arg Val Thr 
360 365 370 

gag att gee gtg gtg ttt aaa gac gca cca cac cag cct ttc gac ggc 1267 
Glu lie Ala Val Val Phe Lys Asp Ala Pro His Gin Pro Phe Asp Gly 
375 380 385 

gac atg act gta tec ctt ggc caa aac gee ate gtg att cgc gtg cag 1315 
Asp Met Thr Val Ser Leu Gly Gin Asn Ala lie Val lie Arg Val Gin 
390 395 400 405 

cct gat gaa ggt gtg etc ate cgc ttc ggt tec aag gtt cca ggt tct 1363 
Pro Asp Glu Gly Val Leu lie Arg Phe Gly Ser Lys Val Pro Gly Ser 
410 415 420 

gec atg gaa gtc cgt gac gtc aac atg gac ttc tec tac tea gaa tec 1411 
Ala Met Glu Val Arg Asp Val Asn Met Asp Phe Ser Tyr Ser Glu Ser 
425 430 435 

ttc act gaa gaa tea cct gaa gca tac gag cgc etc att ttg gat gcg 1459 
Phe Thr Glu Glu Ser Pro Glu Ala Tyr Glu Arg Leu lie Leu Asp Ala 
440 445 450 

ctg tta gat gaa tec age etc ttc cct acc aac gag gaa gtg gaa ctg 1507 
Leu Leu Asp Glu Ser Ser Leu Phe Pro Thr Asn Glu Glu Val Glu Leu 
455 460 465 

age tgg aag att ctg gat cca att ctt gaa gca tgg gat gec gat gga 1555 
Ser Trp Lys lie Leu Asp Pro lie Leu Glu Ala Trp Asp Ala Asp Gly 
470 475 480 485 

gaa cca gag gat tac cca gcg ggt acg tgg ggt cca aag age get gat 1603 
Glu Pro Glu Asp Tyr Pro Ala Gly Thr Trp Gly Pro Lys Ser Ala Asp 
490 495 500 

gaa atg ctt tec cgc aac ggt cac acc tgg cgc agg cca taa 1645 
Glu Met Leu Ser Arg Asn Gly His Thr Trp Arg Arg Pro 

505 510 515 

tttaggggca aaaaatgatc tttgaac 1672 
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<211> 514 
<212> PRT 

<213> Corynebacterium glutamicum 
<400> 2 

Val Ser Thr Asn Thr Thr Pro Ser Ser Trp Thr Asn Pro Leu Arg Asp 
15 10 15 

Pro Gin Asp Lys Arg Leu Pro Arg lie Ala Gly Pro Ser Gly Met Val 
20 25 30 

lie Phe Gly Val Thr Gly Asp Leu Ala Arg Lys Lys Leu Leu Pro Ala 
35 40 45 

lie Tyr Asp Leu Ala Asn Arg Gly Leu Leu Pro Pro Gly Phe Ser Leu 
50 55 60 

Val Gly Tyr Gly Arg Arg Glu Trp Ser Lys Glu Asp Phe Glu Lys Tyr 
65 70 75 80 

Val Arg Asp Ala Ala Ser Ala Gly Ala Arg Thr Glu Phe Arg Glu Asn 
85 90 95 

Val Trp Glu Arg Leu Ala Glu Gly Met Glu Phe Val Arg Gly Asn Phe 
100 105 110 

Asp Asp Asp Ala Ala Phe Asp Asn Leu Ala Ala Thr Leu Lys Arg lie 
115 120 125 

Asp Lys Thr Arg Gly Thr Ala Gly Asn Trp Ala Tyr Tyr Leu Ser lie 
130 135 140 

Pro Pro Asp Ser Phe Thr Ala Val Cys His Gin Leu Glu Arg Ser Gly 
145 150 155 160 

Met Ala Glu Ser Thr Glu Glu Ala Trp Arg Arg Val He He Glu Lys 
165 170 175 

Pro Phe Gly His Asn Leu Glu Ser Ala His Glu Leu Asn Gin Leu Val 
180 185 190 

Asn Ala Val Phe Pro Glu Ser Ser Val Phe Arg He Asp His Tyr. Leu 
195 200 205 

Gly Lys Glu Thr Val Gin Asn He Leu Ala Leu Arg Phe Ala Asn Gin 
210 215 220 

Leu Phe Glu Pro Leu Trp Asn Ser Asn Tyr Val Asp His Val Gin He 
225 230 235 240 

Thr Met Ala Glu Asp- He Gly Leu Gly Gly Arg Ala Gly Tyr Tyr Asp 
245 250 255 

Gly He Gly Ala Ala Arg Asp Val He Gin Asn His Leu He Gin Leu 
260 265 270 

Leu Ala Leu Val Ala Met Glu Glu Pro He Ser Phe Val Pro Ala Gin 
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5 



275 



280 



285 



Leu Gin Ala Glu Lys He Lys Val Leu Ser Ala Thr Lys Pro Cys Tyr 
290 295 300 

Pro Leu Asp Lys Thr Ser Ala Arg Gly Gin Tyr Ala Ala Gly Trp Gin 
305 310 315 320 

Gly Ser Glu Leu Val Lys Gly Leu Arg Glu Glu Asp Gly Phe Asn Pro 
325 330 335 

Glu Ser Thr Thr Glu Thr Phe Ala Ala Cys Thr Leu Glu He Thr Ser 
340 345 350 

Arg Arg Trp Ala Gly Val Pro Phe Tyr Leu Arg Thr Gly Lys Arg Leu 
355 360 365 

Gly Arg Arg Val Thr Glu He Ala Val Val Phe Lys Asp Ala Pro His 
370 375 380 

Gin Pro Phe Asp Gly Asp Met Thr Val Ser Leu Gly Gin Asn Ala lie 
385 390 395 400 

Val He Arg Val Gin Pro Asp Glu Gly Val Leu He Arg Phe Gly Ser 
405 410 415 

Lys Val Pro Gly Ser Ala Met Glu Val Arg Asp Val Asn Met Asp Phe 
420 425 430 

Ser Tyr Ser Glu Ser Phe Thr Glu Glu Ser Pro Glu Ala Tyr Glu Arg 
435 440 445 

Leu He Leu Asp Ala Leu Leu Asp Glu Ser Ser Leu Phe Pro Thr Asn 
450 455 460 

Glu Glu Val Glu Leu Ser Trp Lys He Leu Asp Pro He Leu Glu Ala 
465 470 475 480 

Trp Asp Ala Asp Gly Glu Pro Glu Asp Tyr Pro Ala Gly Thr Trp Gly 
485 490 495 

Pro Lys Ser Ala Asp Glu Met Leu Ser Arg Asn Gly His Thr Trp Arg 
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